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RÉsuMÉ
Les effets du tabagisme et du stress oxydatif sur la reproduction sont causes de graves
inquiétudes. Alors que leur impact est avéré chez la femme, ils demeurent un sujet de
controverse en reproduction masculine. D’une part, des méta-analyses n’indiquent aucune
influence significative du tabagisme scir la fertilité masculine. D’autre part, plusieurs auteurs
rapportent des effets néfastes de la fumée de cigarette et des radicaux libres oxygénés sur les
propriétés des spermatozoïdes; avec des résultats parfois contradictoires.
Notre premier objectif était de vérifier si le tabagisme cause des dommages à l’ADN des
spermatozoïdes. Nos travaux montrent que le degré de fragmentation de l’ADN des
spermatozoïdes de fumeurs n’est pas statistiquement différent de celui des non-fumeurs. Nous
avons réussi à identifier une cause d’erreur dans la littérature: la façon de conserver le sperme
avant son analyse peut introduire un biais dans l’évaluation de l’intégrité de l’ADN.
Notre deuxième objectif était de déterminer si une supplémentation en vitamine E et sélénium,
des antioxydants efficaces, peut améliorer la qualité des spermatozoïdes. Un essai clinique a été
réalisé auprès de 23 hommes de couples infertiles. Après 4 mois de traitement, nous avons
observé une augmentation significative du nombre de spermatozoïdes mobiles dans le groupe
supplémentation ; mais aucun changement dans le groupe placebo. Malgré l’accroissement de
la concentration sérique en vitamine E dans le groupe supplérnentation, la teneur en
malondialdéhyde, un indicateur de stress oxydatif, n’a pas varié de façon significative durant
l’étude. De même, le degré de fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes est demeuré stable.
Ces données servent de base à une étude chez des patients présentant du tabagisme et un stress
oxydatif. Nous concluons qu’une supplémentation en vitamine E et sélénium augmente le
nombre et la mobilité des spermatozoïdes, ce qui pourrait améliorer la fertilité masculine.
Mots-clés: Spermatozoïdes, vitamine E, sélénium, infertilité masculine, fragmentation de
l’ADN, TUNEL.
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ABsTRAcT
The impact of cigarette smoking and of oxidative stress on reproduction is a matter of serious
concern. While detrimental effects are well documented in women, the consequences on male
reproduction remain controversial. Meta-analyses conclude in no significant influence of
smoking on male fecondity. Kowever, several reports, though flot unanimous, indicate that
smoke components as well as reactive oxygen species cause a decrease in semen quality and
compromise sperm DNA integrity.
Our first objective was to test whether or flot smoking induces sperm DNA damages. Our
resuits show that the degree of sperm DNA fragmentation in smokers is not statistically
different from that of non-smokers. We also succeeded in identifying the reason for conflicting
reports in the literature: freezing of semen as a mean of conservation prior to analysis
introduces a bias in the evaluation ofDNA integrity.
Our second objective was to determine if supplementation with vitamin E and selenium, two
antioxidants, can improve the quality ofthe spermatozoa. A clinical study was conducted on 23
men of infertility couples. After 4 months of treatment, semen analyses revealed a significant
increase in total motile sperm count in the supplement group; no such change occurred in the
control group. Despite increases in serum vitamin E concentration in the group with
supplement, the serum concentration of malondialdehyde, an indicator of oxidative stress, did
not change significantly. The degree of sperm DNA fragmentation also remained relatively
constant. This study serves to establish parameters for a clinical trial designed to treat smokers
that present with oxidative stress. We conclude that supplementation with vitamin E and
selenium causes an increase in sperm count and motility that rnight improve male fecondity.
Keywords: Spermatozoa, vitamin E, selenium, male infertility, DNA fragmentation, TUNEL.
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11. INTRODUCTION
1.1 Les spermatozoïdes
1.1.1 La régulation hormonale de la spermatogenèse
Le testicule adulte remplit deux fonctions essentielles: la production des spermatozoïdes qui
transmettent les gènes du mâle à la progéniture, et la production des hormones nécessaires au
développement et au maintien de la fonction reproductrice de l’adulte. La spermatogenèse
dépend étroitement de deux grands systèmes régulateurs: l’axe hypothalamo-hypophyso
testiculaire (GnRH, LH/FSH, testostérone), et les facteurs paracrines.
La régulation endocrinienne débute dans l’hypothalamus qui produit et libère de manière
pulsatile l’hormone gonadolibérine (Gonadotrophin Releasing Hormone-GnRH). Ce
décapeptide agit directement sur les cellules spécialisées de l’hypophyse antérieure qui
synthétisent et sécrètent les gonadotrophines: la fSH (Follicle-Stimulating Hormone) et la LH
(Luteinizing Hormone). La LH se lie à des récepteurs présents à la surface des cellules de
Leydig, cellules polygonales regroupées en amas et situées dans l’espace interstitiel, pour
stimuler la production d’androgènes via la transformation du cholestérol, principalement en
testostérone. Cette hormone s’accumule dans les tubules séminifères et l’espace interstitiel à
des concentrations très élevées, propriété nécessaire â la stimulation et au déroulement de la
spermatogenèse dans les tubes séminifères. De plus, elle exerce un rétrocontrôle sur la
libération hypophysaire de la LH. Il est â noter qu’en l’absence de LH, les taux d’androgènes
s’effondrent et la spermatogenèse cesse.
Dans le compartiment tubulaire des testicules, la fSH et la testostérone stimulent la synthèse
d’ABP (Androgen Binding Protein) et de protéines sécrétoires par les cellules de Sertoli:
certaines, telle la transferrine, sont impliquées dans le transport de nutriments vers les cellules
germinales (Sharpe, 1994). En réponse â l’action de la FSH, ce processus est régulé par des
boucles de rétrocontrôle via l’inhibine et l’activine, également produites par les cellules de
Sertoli (Herbert et colI., 1995). L’inhibine réduit considérablement la sécrétion de FSH alors
que la testostérone empêche la sécrétion de la LH (Hall, 1994; Sharpe, 1994). De plus, avant la
puberté aussi bien que chez l’adulte, les cellules de Sertoli interagissent avec les cellules de la
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lignée spermatique et coordonnent ainsi l’organisation spatio-temporelle de la
spermatogenèse. Un schéma du contrôle endocrinien de la spermatogenèse est présenté à la
figure 1.
1.1.2 La spermatogenèse
De la puberté jusqu’au terme de la vie, un grand nombre de spermatozoïdes est produit dans les
tubules séminifères des testicules, à raison de 100 à 200 millions par jour, selon un processus
de développement et de maturation s’échelonnant sur environ 70 jours et que l’on désigne
spermatogenèse (Thibault et Levasseur, 2001). Les cellules germinales du testicule immature,
restées quiescentes au stade interphase depuis la naissance, sont réactivées à la puberté, suite à
la sécrétion élevée de gonadotrophines, et entrent dans un engrenage de cycles mitotiques. Dans
la portion basale de l’épithélium des tubules séminifres, entre les cellules de Sertoli, on
retrouve un réservoir autoregénératif de cellules germinales souches dotées d’un grand noyau
pâle à chromatine homogène et dispersée, appelées les spermatogonies Al. Elles se retrouvent
Figure 1: Régulation hormonale de l’appareil génital masculin. (Inspiré de Stevens et Lowe, 1997)
Légende: = Stimulation *= Inhibition
3en trois types: les spermatogonies de type A sombres (Ad), A pâles (Ap) et B. Ce sont des
cellules possédant un ou deux nucléoles distincts et des noyaux lobés. Le type Ad représenterait
les cellules souches de la lignée. Ces cellules donnent naissance, par mitose à intervalles
d’environ 42 heures, à d’autres spermatogonies Ad pour renouveler l’épithélium germinal et à
quelques spermatogonies Ap. À leur tour, les Ap (2n) se divisent pour constituer des amas de
cellules filles reliées entre elles par des ponts cytoplasmiques, puis se différencient en
spermatogonies de type B dont le noyau est plus petit et plus arrondi. Poussées vers la lumière
des tubules séminifères, ces dernières deviendront par la suite des spermatocytes de premier
ordre (spermatocyte I, équivalent 4n), de grandes cellules ovalaires au noyau arrondi présentant
un nombre élevé de nucléoles (Drews, 1998). Une micrographie d’une coupe d’un tubule
séminifère est présentée à la figure 2.
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Figure 2: Spermatogenèse et spermiogenèse dans un tubule séminifêre (coupe transversale)
(Tiré de Stevens et Lowe, 1997).
Légende: Spermatogonies de types Ad et B et spermatocytes I au stade préleptotène (PreL) ou zygotène/pachytène (ZIP);
St: Spermatides; Sz: Spermatozoïdes
Quelques temps après leur formation dans la partie intratubulaire basale du testicule, les
spermatocytes de premier ordre, en phase leptotène, répliquent leur ADN. Lorsque les jonctions
serrées unissant les cellules de Sertoli se rompent transitoirement, ils se frayent un chemin
jusqu’au compartiment tubulaire juxtaluminal. Ils subissent alors une première prophase
méiotique prolongée, d’environ 22 jours. C’est au stade pachytène que s’effectue la formation
de chiasmas, phénomène à l’origine d’échanges de matériel génétique entre les chromatides. La
première division de la méiose donne deux spermatocytes de deuxième ordre (spermatocyte 11,
équivalent 2n); en quelques heures, chaque spermatocyte Il entre rapidement en seconde
4division de la méiose pour former deux spermatides haploïdes rondes précoces (In) où chaque
chromatide est partagée entre ces cellules (Thibault et Levasseur, 2001). Ces spermatides se
transforment en spermatozoïde selon le processus de la spermiogenèse. Un schéma des
principales étapes de la spermatogenèse est présenté à la figure 3. Notons qu’un nouveau cycle
de spermatogenèse est initié suite à un intervalle de temps correspondant à environ 25% de la
durée totale de la spermatogenèse et ce, à différents moments dans diverses régions du testicule.
Ce mécanisme permet ainsi une production de spermatozoïdes selon un flux constant et non
pulsatile.
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figure 3: Schéma de la spermatogenèse chez l’humain (Tiré de Fox, 1996).
1.1.3 La spermiogenèse
La spermiogenèse est un processus caractérisé par un impressionnant remodelage de la
chromatine et du cytoplasme des spermatides où l’aspect de ces derniers se modifie pour
donner des spermatides adoptant l’aspect allongé du spermatozoïde. Pendant cette période, les
spermatides forment un acrosome et un flagelle; et enfin, il y a condensation de la chromatine.
Durant ces importantes transformations morphologiques, la vésicule acrosomiale change de
forme pour donner la cape acrosomiale, laquelle entoure la moitié antérieure du noyau. Elle est
formée à partir de vésicules de l’appareil de Golgi. Les deux centrioles migrent au pôle opposé
5postérieur de la spermatide; le centriole distal s’alignant à angle droit par rapport à la
membrane plasmique, il sera à la base de la formation du complexe axonémal du flagelle du
spermatozoïde. Il y a élaboration de microtubules qui formeront le flagelle et regroupement des
mitochondries qui se disposent en spirale au niveau de la pièce intermédiaire du flagelle. La
majeure partie du cytoplasme du spermatozoïde, en particulier dans les régions du col et de la
pièce intermédiaire, est éliminée et ces résidus cytoplasmiques sont évacués dans le corps
résiduel. Durant cette période, le noyau s’aplatit et s’allonge, il y a formation d’un pôle
antérieur recouvert par la cape acrosorniale, et d’un pôle postérieur relié au complexe axonémal
en développement (Thibault et Levasseur, 2001).
La condensation de la chromatine est une des dernières modifications structurales durant la
spermiogenèse; elle entraîne une inactivation transcriptionnelle (Hecht, 1995, 1998). Lors de ce
processus, les histones, protéines de type somatique riches en lysine, sont acétylées, dégradées
par des enzymes protéolytiques et remplacées par quatre types de protarnines (HPI, HP2, HP3
et HP4) par l’intervention d’une série de protéines nucléaires basiques de transition (TP1 et
TP2) uniques au testicule (Dadoune, 1995). Cette transition «histones-protamines» résultera
en une extrême compaction, presque biochimiquement inerte, sous forme de structures
toroïdales de l’ADN contenant environ 50 Kbp d’ADN (fuentes-Mascorro et coIl., 2000). La
forte expression des protéines de transitions (TPs) durant la spermiogenèse serait aussi
impliquée dans la réparation des brisures simple brin de l’ADN et participerait donc au
maintien de l’intégrité du génome haploïde mâle durant la spermiogenèse (Caron et colI.,
2001).
La classe de protarnines 1 (P1) comprend HPI, une protéine basique riche en arginine et en
cystéine, et d’une masse moléculaire deux fois moindre que celles des histones. Quant à la
classe des protamines 2 (P2), représentée par HP2, HP3 et HP4, elle se distingue par son
contenu riche en histidine et pauvre en tyrosine et son habileté à se lier au zinc sur des résidus
d’arginine et de cystéine (Wouthers-Tyrou et coIl., 1998). Durant leur transport vers le noyau,
les protamines subissent une phosphorylation qui leur permet une liaison optimale à l’ADN et
ensuite une déphosphorylation qui augmente la condensation de l’ADN. De plus, ces protéines
spécialisées seront unies par des ponts disulfures inter-moléculaires; ceci permet de
contrecarrer efficacement les forces de répulsion électrostatique dans la structure hélicoïdale de
l’ADN et contribue ainsi à la compaction du matériel génétique durant le transit des
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spermatozoïdes dans l’épididyme (Eddy, 2002). L’ensemble de ce processus résulte en une
déprogrammation du génome du futur spermatozoïde et permet, après la fécondation, de
reprogrammer seulement l’expression des gènes essentiels à la réplication cellulaire et aux
premiers stades de l’embryogenèse (McPherson et Longo, 1993a).
Après avoir complété la spermiogenèse, les spermatozoïdes sont libérés dans la lumière des
tubules sérninifères et baignent dans le liquide sécrété par les cellules de Sertoli. À ce stade, ils
n’ont pas encore acquis leur motilité et sont inaptes à féconder. Grâce au péristaltisme et à la
poussée exercée par les autres spermatozoïdes, ils sont entraînés à l’intérieur de la courte et
délicate structure des canaux efférents vers l’épididyme où ils acquièrent leur maturité.
1.1.4 La maturation des spermatozoïdes
À l’origine, les premières fonctions attribuées à l’épididyme correspondaient à la réabsorption
du liquide baignant les spermatozoïdes, au transport et au stockage des spermatozoïdes,
fonctions dépendantes de la testostérone. Depuis les travaux de Bedford (1967) et d’Orgebin
Crist (1967), l’épididyme est aussi reconnu pour son implication dans la maturation des
spermatozoïdes. Durant une période d’une dizaine de jours, les spermatozoïdes séjournent dans
ce tube long de six mètres et y subissent des modifications majeures tant structurales,
biochimiques que physiologiques, nécessaires pour acquérir mobilité et pouvoir fécondant. En
effet, le liquide épididymaire, par ses glycoprotéines qui se lient à la surface des
spermatozoïdes, modifie la membrane plasmique du spermatozoïde surtout en changeant sa
composition lipidique et donc sa fluidité (Elzanaty et coIl., 2002). Durant ce transit dans
l’épididyme, les spermatozoïdes subissent également une condensation finale de leur
chromatine par l’établissement d’un plus grand nombre de liaisons disulfures intra- et inter
moléculaires impliquant les protamines, ce qui conduit à une réduction du volume du noyau.
Généralement, c’est â partir de la région proximale du corps de l’épididyme que les premiers
spermatozoïdes fonctionnels peuvent être trouvés; ils séjourneront dans la queue de
l’épididyme pour ensuite être acheminés par péristaltisme vers l’ampoule du canal déférent en
attente de l’éjaculation (Thibault et Levasseur, 2001).
71.1.5 La structure du spermatozoïde mature
Le spermatozoïde mature est constitué d’une tête et d’un flagelle (Figure 4). La tête apparaît
oblongue (vue de face) et aplatie (vue de côté), elle comprend le noyau haploïde de forme
allongée et l’acrosome qui recouvre environ les 3/4 antérieurs du noyau (Stevens et Lowe,
1997). Le flagelle est constitué d’un col et des pièces intermédiaire, principale et terminale. La
partie proximale de la région du col du flagelle est un segment court et rétréci qui contient la
paire de centrioles, dont un des deux est la base du complexe axonémal de la queue du
spermatozoïde. La limite inférieure de la pièce intermédiaire est marquée par l’annulus, un
rétrécissement brusque associé à un épaississement de la membrane plasmique. On retrouve
dans la partie intermédiaire une gaine de mitochondries allongées disposées en spirale autour
des fibres denses. Ces mitochondries fournissent l’énergie métabolique (ATP) qui sera
nécessaire pour produire les mouvements en coup de fouet de la queue du spermatozoïde et le
propulser à une vitesse de I à 4 mm/minute. Quant à la pièce principale, elle représente le
segment le plus long du flagelle, avec l’axonème entouré de neuf fibres denses segmentées
longitudinales, elles-mêmes entourées par de nombreuses fibres externes concentriques.
L’axonème se prolonge sur toute la longueur du flagelle; il se compose de deux microtubules
centraux de tubuline A et B entourés d’une rangée de neuf doublets de microtubules
périphériques.
Outre la tubuline, d’autres protéines jouent un rôle important dans la motilité du spermatozoïde.
Ainsi, les molécules de dynéine, une enzyme attachée aux doublets de microtubules et liée à
l’ATPase, permettent le mouvement en hydrolysant l’ATP. Le mouvement provient des
glissements des microtubules qui entraînent des cycles d’accrochage et de décrochage des bras
de dynéine sur les microtubules adjacents (Thibault et Levasseur, 2001). L’histone HI stabilise
aussi les microtubules de manière à éviter qu’ils ne se désassemblent dans le flagelle.
8Figure 4: Schéma d’un spermatozoïde mature avec son aspect en microscopie électronique
(Inspiré de Stevens et Lowe, 1997).
91.2 L’infertilité masculine
Des statistiques récentes indiquent que l’infertilité, définie comme l’incapacité à concevoir
après un an de rapports sexuels non protégés, affecte environ 10 à 15% des couples. L’homme
est impliqué dans plus de 50% des cas (WHO, 1999; Sharlip et coll., 2002). On identifie des
facteurs strictement masculins chez environ 10-30% des couples alors que dans près de 15% à
30% des cas, on retrouve des anomalies chez les deux partenaires.
L’étiologie de l’infertilité masculine relève de plusieurs ordres. Parmi les causes reconnues,
citons les anomalies dLt chromosome Y, des mutations, des maladies infectieuses, les
oblitérations des voies spermatiques, les radiations, la chimiothérapie et les dysfonctions
érectiles (Agarwal et Said, 2005). Cependant, dans la majorité des cas d’infertilité masculine, la
cause du problème reste inexpliquée. Devant ce tableau, le traitement a souvent fait appel à des
méthodes empiriques. Notons que le développement de l’injection intracytoplasmique de
spermatozoïdes (ICSI), une technique d’assistance médicale à la procréation (AMP) introduite
au début des années 1990, représente un progrès marquant, reconnu comme ayant un taux de
succès relativement élevé.
Parce que l’infertilité peut toucher directement les deux partenaires à la fois, il est impératif de
procéder à une évaluation médicale adaptée au couple. Chez l’homme, outre l’examen
physique, le diagnostic de l’infertilité masculine comprend des tests de laboratoire tels les
dosages hormonaux et le spermogramme. Quoique très utile dans les cas extrêmes
d’azoospermie, d’oligoozoospermie sévère et de nécrozoospermie, le spermogramme s’avère
peu prédictif de la survenue d’une grossesse (Evenson et coll., 2002).
De plus, les paramètres usuels ne permettent pas d’évaluer l’intégrité de la chrornatine des
spermatozoïdes, une propriété importante pour le succès des techniques d’AMP (Sakkas et
coll., 1996). Dans ce domaine, un des champs de recherche les plus actifs durant la dernière
décennie porte justement sur l’intégrité de l’ADN des spermatozoïdes. Tel que décrit plus loin,
la chromatine des spermatozoïdes présente une structure spécialement organisée et condensée;
ceci permet de protéger le génome paternel et de faciliter son transport dans les tractus génitaux
mâle et femelle (Manicardi et coll., 199$). Il a été rapporté que plusieurs hommes infertiles
présentent un taux de fragmentation de l’ADN plus élevé que celui de sujets fertiles (Host et
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col!., 2000a, b). Des défauts dans l’organisation de l’ADN des spermatozoïdes ont également
été associés à une baisse du pouvoir fécondant des spermatozoïdes in vivo et in vitro (Benchaïd
et cou., 2003; Spano et col!., 2000). Ces données confirment l’utilité de la mesure des
dommages à l’ADN des spermatozoïdes dans le diagnostic de l’infertilité masculine.
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1.3 Les causes possibles des dommages à l’ADN des spermatozoïdes
L’âge avancé, la prise de certains médicaments oncogéniques, les infections de l’appareil
génital (incluant la leucocytospermie), le tabagisme ainsi que les dommages iatrogènes (par
exemple la cryopréservation) ont été identifiés comme des causes possibles des dommages à
l’ADN des spermatozoïdes. Les résultats démontrent qu’elles corrèlent avec une augmentation
du taux de fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes. Notons que de toutes ces causes, nous
ne détaillerons celles qui portent sur les travaux présentés dans ce mémoire.
1.3.1 Leucocytospermie
Des leucocytes en faible nombre sont présents dans la plupart des échantillons de sperme. On
leur attribue un rôle dans la surveillance immunitaire et la phagocytose des spermatozoïdes
anormaux (Tomlinson et coIl., 1992). Cependant, cine concentration élevée de leucocytes dans
le sperme indique un phénomène inflammatoire de l’appareil génital, le plus souvent d’origine
infectieuse. La présence de médiateurs pro-inflammatoires dans les testicules, telles des
cytokines, pourrait mener à des altérations dans la régulation de la spermatogenèse et, par la
suite, à des aberrations de l’ADN (Cohen et Pollard, 1995). Les leucocytes, particulièrement les
polymorphonucléaires, peuvent générer des quantités importantes de RLO susceptibles de
causer des dommages oxydatifs à l’ADN des spermatozoïdes (Saleh et colI., 2002a) (Voir la
section 1.5).
1.3.2 Le tabagisme
Au Canada, environ 30% des hommes et des femmes en âge de procréer fument la cigarette. La
fumée de cigarette contient plusieurs centaines de substances nocives dont la nicotine et le
monoxyde de carbone, des substances reconnues comme cancérogènes et mutagènes telles que
le benzo(a)pyrêne, le dirnéthylbenzo(a)anthracène et le naphtalène. Ces substances peuvent
affecter la reproduction en perturbant directement le contrôle hormonal de la spermatogenèse
ou en agissant, de manière directe, sur les cellules germinales ou les cellules de Sertoli.
Plusieurs études associent le tabagisme à une réduction de la qcialité de sperme, plus
spécifiquement à une diminution de la numération et de la motilité des spermatozoïdes (baisses
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dc 20 et 22% respectivement) ainsi qu’à une augmentation du nombre de spermatozoïdes
anormaux (augmentation de 17%) (Kunzle et col!., 2003). D’autres ont rapporté des
concentrations faibles en antioxydants dans le sperme et une augmentation du stress oxydatif
(Fraga et coIl., 1996). Une revue exhaustive de la littérature montre une baisse d’environ 15 %
des paramètres usuels du spermogramme chez les fumeLirs (Vine, 1 996).
Quelques études ont rapporté que le tabagisme pourrait affecter l’intégrité de l’ADN des
spermatozoïdes (Beicheva et col!., 2004; Sepaniak et colI., 2005). Ainsi, des fumeurs
participant à un programme de fécondation in vitro (FIV) ont présenté un pourcentage
significativement plus élevé de fragmentation de l’ADN que les non-fumeurs (Sun et coIl.,
1997) ainsi qu’une tendance à la diminution des taux de succès (Zitzmann et coll., 2003). Notre
laboratoire n’a pas confirmé ces observations (Sergerie et coll., 2000). Certains métabolites de
la fumée de cigarette pourraient perturber le processus de la spermatogenèse avec recrutement
de leucocytes vers les tubules séminifères pour éliminer les spermatozoïdes anormaux par
phagocytose, induisant ainsi un stress oxydatif. La cacise exacte de l’augmentation de la
concentration en leucocytes dans le sperme d’hommes infertiles fumeurs n’a pas encore été
identifiée. Certains proposent que les métabolites de la fumée de cigarette pourraient induire
une réaction inflammatoire dans le tractus génital mâle, avec libération subséquente de
médiateurs chimiques de l’inflammation (e.g. IL-6 et IL-8) pouvant recruter et activer des
leucocytes qui peuvent générer des taux élevés de RLO dans le sperme (Comhaire et col!.,
1999; Saleh et col!., 2002b). D’autres ont observé que le liqciide séminal des fumeurs serait plus
pauvre en substances antioxydantes, telle la vitamine E, réduisant ainsi la protection déjà faible
de l’ADN des spermatozoïdes (Fraga et coll., 1996).
1.3.3 Les dommages latrogènes à l’ADN des spermatozoïdes
La cryopréservation. souvent utilisée lots des inséminations intra-utérines et autres AMP,
représente une source potentielle de dommages iatrogènes à l’ADN. Bien que la
cryopréservation des spermatozoïdes testiculaires ne semble pas augmenter le taux de
fragmentation de l’ADN (Steele et colI., 2000), d’autres études indiquent que la congélation
décongélation augmente significativement les dommages à l’ADN des spermatozoïdes matures
seulement chez les hommes infertiles (Donnelly et col!., 1 999a, b).
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1.4 L’origine des dommages à l’ADN des spermatozoïdes
Les mécanismes exacts responsables des dommages à l’ADN des spermatozoïdes n’ont pas
encore été complètement élucidés; cependant trois théories retiennent principalement
l’attention.
1.4.1 Des défauts dans l’organisation de la chromatine des spermatozoïdes
Dans les spermatides allongées, la présence de ces brèches correspond à tin besoin
physiologique; retrouvées en grande qciantité, ces dernières ne sont pas nuisibles en autant
qu’elles soient liées par la topo II, un préalable important poctr l’achèvement de la
spermiogenèse (McPherson et Longo, 1993b). LI a été postulé qcie le remodelage de la
chromatine durant la spermiogenèse nécessite l’activité de nucléases endogènes (e.g. la
topoïsomérase II, topo II) qui permet de créer ainsi que de lier des brèches dans l’ADN pour
«ouvrir» la chromatine et faciliter le processus de protamination. Ces brèches sont ensuite
refermées (McPherson et Longo, 1993b). Si l’activité de la topo LI est anormale ou bloquée par
un d’inhibiteur spécifique (De longe. 2002), les brèches ne sont pas correctement réparées et
peuvent se retrouver dans le spermatozoïde mature, même morphologiquement normal. La
présence de brèches endogènes dans l’ADN des spermatozoïdes matures semble donc indiquer
des anomalies surventies durant la spermiogenèse, et tin processus de maturation incomplet
(Manicardi et coIl., 1995).
1.4.2 La dégénérescence issue d’une apoptose anormale
L’apoptose, décrite comme la mort cellulaire programmée, s’effectue à des moments
spécifiques de la période embryonnaire potir permettre le développement normal des tissus et,
durant la vie adulte, d’éliminer des cellules non-fonctionnelles ou inutiles. Au niveau du
testicule, l’apoptose préviendrait la surproduction des gamètes, c’est-à-dire une production
surpassant la capacité des cellules de Sertoli à assurer letir maturation (Sakkas et coll., 1999;
Sinha Hikim et Swerdloff, 1999). Grâce à l’apoptose, près de 75% des spermatogonies A et
20% des cellules germinales entre les stades de spermatocyte de premier ordre et spermatide
seraient ainsi éliminées. Elle petit être déclenchée par des facteurs intrinsèques ainsi que des
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agents extrinsèques telles que l’irradiation (Hasegawa et cou., 1998), la chimiothérapie et
l’exposition à des toxines (Lee et colI., 1997).
La voie impliquant Fas/fas ligand semble servir d’intermédiaire dans le processus d’apoptose
des spermatozoïdes (Lee et coIl., 1997). Chez les hommes normospermiques, le pourcentage de
cellules positives pour Fas est faible comparativement à plus de 50% chez les sujets ayant un
spermogramme anormal. Cette observation indique que l’épurernent approprié des
spermatozoïdes via l’apoptose n’aurait pas lieu chez certains hommes infertiles: une apoptose
inachevée se produirait, tel que révélé par la présence de spermatozoïdes présentant des
marqueurs apoptotiques (la protéine Fas) (Sakkas et colI., 2002) et des dommages de l’ADN
(Huszar et coll., 1997). Les dommages à l’ADN résulteraient de l’activation des caspases $ et 9
puis de la caspase 3, laquelle à son tour induirait l’activation d’une désoxyribonucléase (CAD
ou facteur de la fragmentation de l’ADN) menant à la dégradation de l’ADN (Said et coll.,
2004). Les taux des caspases 3 et 9 dans les spermatozoïdes matures chez des patients infertiles
sont plus élevés que ceux des donneurs de sperme, en corrélation avec les taux de RLO dans le
liquide séminal.
Les travaux de Maione et colI. (1997) ont démontré qu’en réponse à l’inclusion d’ADN
exogène assimilé, les nucléases du spermatozoïde mature sont activées selon un processus
similaire à l’apoptose. Ceci indique que même dans son état condensé, le spermatozoïde mature
serait capable de répondre à des « gâchettes apoptotiques » en activant le début de la cascade
moléculaire menant à la dégénérescence apoptotique de l’ADN (Vinatier et colI., 1996). Les
brisures double brin de l’ADN résultant de l’activation de nucléases endogènes sont une des
caractéristiques de l’apoptose (Gorczyca et colI., 1993). Par ailleurs, le processus apoptotique
au niveau des organelles et du cytoplasme semble être modifié dans le spermatozoïde mature.
Les spermatozoïdes «marqués» pour une dégradation apoptotique peuvent avoir des
caractéristiques de motilité et de morphologie normales (Barroso et coll., 2000; Host et coIl.,
2000a, b). La perte de leur pouvoir fécondant se reflèterait donc dans le taux de fragmentation
de l’ADN et le niveau d’activité des endonucléases.
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1.4.3 Les radicaux libres oxygénés et le stress oxydatif
Dans certaines conditions, l’oxygène peut servir de substrat dans des réactions enzymatiques
qui mènent à la formation de substances oxygénées hautement réactives, souvent sous forme de
radicaux libres (Halliweli et Gutteridge, 1989). Ces derniers possèdent un ou plusieurs électrons
non appariés et ont un court temps de vie d’environ I Ol à I 0° secondes, ce qui leur permet de
réagir rapidement avec divers composés organiques, stabilisant ainsi leur structure électronique.
Le terme « stress oxydatif» est appliqué lorsque la quantité d’oxydants excède celle des
antioxydants (Sies, 1993), que des produits de peroxydation des lipides sont générés et que ces
phénomènes causent des effets pathologiques.
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1.5 La nature et les sources des radicaux libres oxygénés
Les principaux RLO sont l’anion superoxyde (02), le peroxyde d’hydrogène (l-1202) provenant
de la dismutation de 02 et le radical hydroxyle ÇOH) dérivant d’une réaction impliquant l-1202.
Les termes «oxydants réactifs» ou «radicaux libres oxygénés» (RLO) font référence aux
radicaux libres ou substances oxygénées activées qui peuvent causer des dommages oxydatifs
(Tableau I).
Tableau I: Différentes substances oxygénées hautement réactives, incluant radicaux libres
oxygénés et oxydants réactifs (D ‘après OchsL’ndolf 1999,).
. Temps de Distance deEspeces Generation demi-vie deplacement
Radical hydroxyte (OH) • Réaction interrompue du H20, 0,3 ns 1,8 nm
Anion superoxyde (O2) • Mitochondrie/RE: transport d’électrons 0,4 ps—l ms 55 nm-3 pm
H02 • Forme protonée du superoxyde
NO • Produit de la réaction catalysée parl’oxyde nitrique synthase
-
—
. • Abstraction d’un proton de formesRadical peroxyle lipidique (LOO )
.
l-10 s
aflybquesde lipides polvinsatures
—
• Mitochondrie: phosphorylation oxydative
, ,
• Peroxysome: métabolisme des acides grasPeroxyde d hydrogene (HO,) Persistant
n Produits de plusieurs oxydases
n
Dismutation par la SOD
.
Hydroperoxyde lipidique (LOO1-l) . .
...
.
Oxygène singulet (‘02) n Dismutation de 0 ps—ms
. Réaction du H20, avec l’hypochlorite
Les réactions de ces molécules sont couplées à plusieurs cycles tels que les réactions de Haber
Weiss et de Fenton, lesquels engendrent le radical hydroxyle ÇOH) hautement réactif (F igure
5).
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202 + NADPH, .ADPH > 2O, ± NADP + 2W
2O2 + 2W > I1202 + 02
+ Fe” > Ee2 02
ctionsde
Fe2 + H,Q, > Fe3 ± 0H + oy- Fenton
02 + H20,
Fc2
> 02 + oi-- + 0H Réaction
il Haber-Weiss
H20, + CL > 0H + 1-bd
GPx/Catalase
2H202 > H20+02
Arginine
NOS
> N0 + Citrulline
02 + N0 > 0N00
Figure 5: Les principaux radicaux libres oxygénés (RLO) et leurs produits de réactions.
(Tiré de Ochsendoif 1999).
Légende: NADPH: Nicotinamide adénine dincicléodide phosphate: SOD: Superoxyde dismutase: GPx: Glutathion
peroxydase; NOS: Oxyde nitrique synthétase
Plusieurs composants du sperme peuvent générer des RLO. Alors que les spermatozoïdes
normaux en produisent de faibles quantités, les spermatozoïdes anormaux, particulièrement
ceux affectés d’un défaut de la pièce intermédiaire, ainsi que les cellules de la lignée germinale
représentent des sources importantes. En effet, des études récentes ont démontré que le taux de
production de RLO dans le sperme est en corrélation négative avec le pourcentage de
spermatozoïdes normaux (selon les critères de l’OMS) (Ollero et colI., 2001; Gil-Gctzman et
coIl., 2001). La production de RLO, en autres le O2, par les spermatozoïdes qui ont retenu leur
résidu cytoplasmique, pourrait être reliée à une hausse de l’activité de certaines enzymes telles
la créatine phosphokinase et la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) (Gornez et cou.,
1996; Aitken, 1999). Le tableau 11 présente la nature et les diverses sources de RLO rapportées
dans la littérature.
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Tableau II: Cellules et structures cellulaires responsables de la production de RLO.
Composantes cellulaires Références
Spermatozoïdes:
• Normaux Holland et cou., 1982 Iwasaki et Gagnon, 1992
Atvarez et colt., 1987 Plante et colt.. 1994
Aitken et Clarkson, 1987 Ford et cou., 1997
+ Anormaux Zini et col!., 1993
• reste cytoplasmique Rao et col!., 1989 Ochsendorf, 1999
Aitken et colt., 1994 Gil-Guzman et colt., 2001
Sikka et coll., 1995
Cellules de la lignée spermatique: Iwasaki et Gagnon, 1992 Aitken et colt., 1994
Leucocytes: Aitken et West, 1990 Plante et col!., 1994
Kovalski et colt., 1992 Ford et coll., 1997
Kessopoulou et colt., 1993 Henket et colt., 1997
Tomtinson et colt., 1993 Whittington et Ford, 1999
Aitken et colt., 1994
Il est maintenant bien établi que les leucocytes activés (positifs ati test à ta peroxydase), sont
une autre source majeure de RLO (Kessopoulou et colI., 1993). Les cellules en cause peuvent
être les polymorphonucléaires qui représentent quelque 50 à 60% des leucocytes présents dans
le sperme, et les macrophages qui comptent pour 20 à 30% (Thomas et colt., 1997). Les
leucocytes peuvent être activés en réponse à divers stimuli générés lors d’une réaction
inflammatoire ou d’une infection (Pasqualotto et colt., 2000). En fait, ta quantité de RiO
produite par les leucocytes activés est 1000 fois pius grande que celle produite par les
spermatozoïdes lors de la capacitation (de Lamirande et Gagnon, 1995). Néanmoins, de hauts
niveaux de RiO présents dans le sperme sont souvent associés à un pourcentage élevé de
spermatozoïdes anormaux, une perte de motilité totale et une numération très basse (Mazzilli et
coIl., 1994).
Dans les spermatozoïdes, deux enzymes seraient responsables de la génération de 02’: la
diaphorase (oxydo-réductase NADH-dépendante) mitochondriale et la NADPH oxydase
membranaire. La première est localisée dans la pièce intermédiaire du spermatozoïde et
intégrée dans le système respiratoire mitochondriat avec une activité accrcie chez tes patients
infertiles (Gavetia et Lipovac, 1992). Elle serait probablement la source majeure de RLO
produits par les spermatozoïdes des patients infertiles et produirait les 2/3 des RLO détectés à
l’intérieur de la cellule (Plante et coll.. 1994). La decixièrne candidate, la nicotinamide adénine
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dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, localisée à la membrane plasmique du
spermatozoïde, est impliquée dans le déclenchement d’une importante production de RLO lors
de la capacitation et/ou de la réaction acrosomiale (de Larnirande et Gagnon, 1999). De plus,
les RLO générés à l’intérieur de la cellule sont moins susceptibles d’atteindre l’espace
extracellulaire que ceux produits par la NADPH oxydase membranaire, là où ces derniers sont
libérés directement dans le milieu extracellulaire, tel qu’observé avec les leucocytes (Halliweil
et Gutteridge, 1989). L’O2 produit par ces deux enzymes peut ensuite être transformé en H202
et H0 dans une réaction catalysée par le fer. En outre, l’activité de cette cascade serait en
corrélation directe avec la prodciction de O2 par les spermatozoïdes (Gavella et colI., 1995).
1.5.1 Les effets nocifs des RLO
John MacLeod a, le premier, proposé l’implication d’un stress oxydatif comme cause possible
d’anomalies des spermatozoïdes: il a observé que leur incubation en conditions de tension
élevée en oxygène cause une perte de motilité (MacLeod, 1 943). Trente ans plus tard, Thaddeus
Mann et Roy Jones ont établi que le stress oxydatif et la peroxydation des lipides qui en résulte
pouvaient être des facteurs significatifs dans l’étiologie de l’infertilité masculine (Joncs et
Mann, 1973; Joncs et colI., 1978, 1979).
Il est maintenant bien reconnu que les RLO produisent des effets délétères aux fonctions du
spermatozoïde (Saleh et Agarwal, 2002). Ceci tient surtout à la proportion élevée d’acides gras
polyinsaturés - principalement d’acide docosahexanoïque (22:6) - dans leur membrane
plasmique, l’absence de mécanismes de réparation de l’ADN et leur faible concentration
cytoplasmique en piégeurs de RLO (Sharma et Agarwal, 1996). Des dommages cellulaires
surviennent généralement lorsque la production de RLO excède leur élimination; un tel
déséquilibre pourrait être à la base de certains cas d’infertilité masculine inexpliquée (Sharma
et Agarwal, 1996) et responsable de perturbations de la spermatogenèse (Lenzi et colI., 1994).
D’ailleurs, les spermatozoïdes de certains hommes infertiles pouvaient produire des taux élevés
de radicaux libres oxygénés; on évalcie à environ 25% la proportion d’hommes suivis en
clinique de fertilité affectés par ce problème (Iwasaki et Gagnon, 1992).
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1.5.1.] Feroxydation des tiides meinbranaires du spermatozoïde
La cascade de la peroxydation des lipides irnpliqcie les étapes d’initiation et de propagation. Le
radical hydroxyle (H0) est tin des pltis puissants initiateurs de ce processus (Aitken et f isher,
1994). La membrane plasmique des spermatozoïdes est riche en acides gras polyinsaturés,
ceux-ci possèdent des doubles liaisons non-conjuguées séparées par des groupements méthyls
et susceptibles de perdre tin électron. Dans le cas où il y a perte d’tin électron, le radical produit
est stabilisé par le réarrangrnent des dotibles liaisons, formant ainsi tin conjugué diène pouvant
réagir rapidement avec l’02. Des radicaux peroxyles lipidiques (L00) et des hydroperoxydes
lipidiques (LOOH) seront formés suite à cette réaction. En conditions normales, ces derniers
restent stables jusqu’à ce qu’ils entrent en contact avec des métaux de transitions tels que le fer
ou le cuivre. Cependant, ils peuvent être clivés par la phospholipase A2 et métabolisés en
alcool par la glutathion peroxydase. En présence d’ions métalliques de transition, ils sont
transformés en radicaux peroxyles et alkoxyles qui se propagent par la cascade de la
peroxydation des lipides (Alvarez et Storey, 1995) dans la membrane plasmique. Ceci peut
générer des dommages importants aux spermatozoïdes. La dégradation de ces lipides peroxydés
amène la formation de métabolites très toxiques, c’est-à-dire les hydroxy-alkényles (Windsor et
coli., 1993), le 4-hydroxy-2-nonenal (Selley et coll., 1991) et le malondialdéhyde (Joncs et
colI., 1979).
1.5.1.2 Diminution de ta motilité des spermatozoïdes
Du point de vue mécanistique, l’attaque par les RLO provoque une perte de fluidité et une
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique des spermatozoïdes; ces
modifications entraînent une baisse de motilité (Iwasaki et Gagnon, 1992). Une corrélation
inverse a d’ailleurs été démontrée entre le pourcentage de spermatozoïdes motiles et la quantité
de RLO détectée (Arrnstrong et coll., 1999). Les RLO peuvent également perturber l’activité
des structures responsables du mouvement des spermatozoïdes: l’addition de faibles
concentrations de RLO catise des dommages réversibles à l’axonèrne (Iwasaki et Gagnon,
1992). Cet effet résulterait surtout de la déplétion en ATP associée à tine diminution de la
phosphorylation AMPc-dépendante des protéines de l’axonème (de Lamirande et Gagnon,
1992). L’inhibition, via une oxydation par le H202, par des enzymes telles la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase et la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) (impliquées dans
21
la production d’ATP et de NADPH respectivement) pourrait être responsable de cette
diminution en ATP.
1.5.1.3 Dommages à Ï ‘ADN des spermatozoïdes causés par le stress oxydatf
Le stress oxydatif est aussi connu pour affecter l’intégrité du génome dL! spermatozoïde: il peut
provoquer des brisures simple ou double brin d’ADN (Aitken et Krausz, 2001), et oxyder des
bases azotées de l’ADN (Kodama et coIl., 1997). Sur de longues périodes, il pourrait également
altérer le processus de condensation de l’ADN du spermatozoïde (Koh et cou., 1997); par
exemple, chez des hommes subfertiles, on a observé une augmentation de l’instabilité de la
chromatine et de sa sensibilité à la dénaturation en association avec un stress oxydatif(Evenson
et coll., 2002). Cette vulnérabilité de la chromatine peut résulter, en partie, de la pauvreté en
systèmes antioxydants (Aitken et colI., 1996) et de l’absence d’activité enzymatique réparatrice
d’ADN dans le spermatozoïde (MatsL!da et coIl., 1989). Les dommages causés à l’ADN des
spermatozoïdes pourraient être discrets et des plus difficiles à suspecter (Shen et colI., 1997).
Malheureusement, dans les techniques de reproduction médicalement assistées, ces effets ne
peuvent être détectés avant la fécondation; ils peuvent même se voir amplifiés lorsque les
spermatozoïdes sont préparés pour l’injection intracytoplasmique de spermatozoïdes (ICSI)
(Lopes et coIl., 1998) ou la fécondation in vitro (f IV).
Les dommages causés par les RLO s’observent aussi au niveau des protéines nucléaires,
lesquelles subissent une dénaturation en substrats rendus disponibles pour la protéolyse
cellulaire (Davies, 1987). Ceci conduit à des modifications cytosquelettiques (Hindshaw coll.,
1986) et à l’inhibition de processus cellulaires tels la respiration mitochondriale et la synthèse
d’ARN et d’ADN (Comporti, 1989).
1.5.2 Le double rôle des RLO
D’une manière en apparence paradoxale, la production excessive de RLO est nuisible aux
spermatozoïdes humains alors que ces substances « nocives » sont aussi impliquées dans le
contrôle physiologique de la fonction spermatique (de Lamirande et coll., 1993). Il s’agit, dans
le deuxième cas, d’une production contrôlée et synchronisée de faibles quantités de RLO
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nécessaire à l’acquisition de la capacité à féconder des spermatozoïdes (de Lamirande et
coll., 1997a, b).
1.5.2.1 La capacitation et 1 ‘hyperactivation des spermatozoïdes
Le métabolisme oxydatif permet d’abord la capacitation des spermatozoïdes. Décrite il y a plus
de 50 ans, la nature précise de la capacitation n’a pas encore été complètement élucidée.
Cependant, il est bien acquis que le processus implique des réactions et des transformations
fonctionnelles des lipides membranaires pendant que les spermatozoïdes séjournent dans le
tractus génital femelle. À ce niveau, il se produit une augmentation de la pression partielle en
oxygène au moment de l’ovulation (Maas et colI., 1977), permettant sans doute de fournir aux
spermatozoïdes le substrat nécessaire aux processus d’oxydation et à la capacitation (de
Lamirande et Gagnon, 1999). Par la suite, la capacitation permettra l’hyperactivation, une
transformation des caractéristiques du mouvement des spermatozoïdes vers un type dit à forte
amplitude. Grâce à cette étape, les spermatozoïdes peuvent atteindre l’ovocyte et franchir les
différentes couches du cumulus oophorus. Bien que des taux extrêmement bas de O2 soient
nécessaires pour la capacitation, une production importante de ce radical libre ainsi qu’une
phosphorylation progressive des résidus tyrosines sont primordiales pour l’acquisition et le
maintien de l’hyperactivation (de Lamirande et colI., 1998).
1.5.2.2 La réaction acrosomiale des spermatozoïdes
La capacitation représente une étape préalable à la réaction acrosomiale: réaction induite suite à
la liaison du spermatozoïde à la zone pellcicide. Elle consiste en la fusion de la membrane
plasmique avec la membrane acrosomiale externe, créant ainsi des fenestrations par lesquelles
des enzymes lytiques de l’acrosome sont libérées et peuvent modifier le spermatozoïde et la
zone pellucide. Il a été démontré qu’une production de radicaux libres (ou l’ajout de H202) est
nécessaire pour rendre les spermatozoïdes capacités aptes à enclencher leur réaction
acrosomiale en initiant la peroxydation de lipides membranaires (de Lamirande et coIl., 1998).
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1.6 Les systèmes de défense contre les radicaux libres oxygénés
En général, les cellules possèdent des systèmes enzymatiques permettant d’éliminer les RLO de
manière à prévenir des dommages cellulaires internes. Cependant, les spermatozoïdes
- cellules
hautement spécialisées - perdent une portion considérable de leur cytoplasme durant les étapes
finales de la spermiogenèse. En conséquence, ils sont dépourvus des enzymes aptes à les
protéger. Les antioxydants intracellulaires ne peuvent protéger la membrane plasmique tant au
niveau de l’acrosome que du flagelle, et la défense antioxydante se limite et dépend de la
protection offerte par le liquide séminal (Iwasaki et Gagnon, 1992). Dans te sperme, les
spermatozoïdes baignent dans une abondance d’enzymes à activité antioxydante et de piégeurs
de RLO présents dans le liquide séminal (Zini et coli., ]993). Ces systèmes de défense
maintiennent une balance entre la production et l’élimination des RLO; leur efficacité requiert
leur « coopération» permanente, chacun occupant des localisations et visant des cibles
spécifiques (Vernet et coll., 2004).
Les antioxydants enzymatiques comprennent la superoxyde dismutase (SOD) (Nissen et
Krcysel, 1983), le système glutathion peroxydase/réductase (GPx!GRD) (Chaudière et coil.,
1984) et ta catalase (Jeulin et colI., 1989). On compte aussi des systèmes auxiliaires qui
préviennent ta production ou favorisent le métabolisme des pro-oxydants: la NADPH
ubiquinone réductase et la glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD) (Kehrer et Lund,
1994).
Les composés antioxydants non-enzymatiques peuvent être soit hydrosolubles, tels la vitamine
C (VC ou acide ascorbique, principalement extracellulaire) (Fraga et cotl., 1991) et le
glutathion intracellulaire (GSH) (Oschendorf et coli., 1998), ou soit liposolubles telle la
vitamine E (VE ou a-tocophérol) (Aitken et Clarkson, 1988). On y retrouve aussi l’urate
(Thiele et coll., 1995), le pyruvate, le glutathion (Lenzi et coIl., 1994), la taurine et
l’hypotaurine (Alvarez et Storey, 1983). Notons que de tous ces systèmes antioxydants, nous ne
détaillerons ceux qui portent sur les travaux présentés dans ce mémoire.
24
1.6.2 Les systèmes antioxydants enzymatiques
1.6.2.1 La superoxyde disinittase (SOD,)
Présente dans le sperme chez plusieurs espèces animales et chez l’humain, la superoxyde
dismutase (SOD) catalyse la dismutation de l’anion superoxyde (O2) en peroxyde d’hydrogène
(H202) (Kurpisz et col!., 1996). Plusieurs études indiquent que cette enzyme serait le système
de protection le plus efficace dans le liquide séminal, elle serait même un bon indicateur de la
qualité de sperme. L’ajout de SOD au sperme peut améliorer la motilité des spermatozoïdes,
diminuer la concentration en malondialdéhyde (MDA) (Kobayashi et colI., 1991), et favoriser
une meilleure réaction acrosomiale (Griveau et Le Lannou, 1997).
1.6.2.2 La catatase
Le rôle de la catalase est de réduire le H202 en H20 (Fujii et colI., 2003). Zini et coll. (1993)
ont rapporté une augmentation de l’activité de la catalase dans le liquide séminal et les
spermatozoïdes d’échantillons de sperme produisant des quantités élevées de RLO. Cependant,
son rôle spécifique dans l’appareil génital masculin reste inconnu à ce jour.
1.6.2.3 Le système de gt;ttathion peroxydase/réductase (GFx/GRD,
La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine cytoplasmique jouant un rôle important
dans plusieurs processus biologiques dont la protection des cellules contre les dommages
oxydatifs (Vernet et coIl., 2004). Elle peut prévenir la peroxydation des lipides membranaires
grâce à sa capacité à réagir directement avec le peroxyde d’hydrogène, l’anion superoxyde, le
radical hydroxyle (0W) et les radicaux alkoxyles (ROrn) (Meister et Anderson, 1983; Alvarez et
Storey, 1989). Elle réduit aussi les hydtoperoxydes lipidiques (LOOH) avec oxydation
concomitante de 2 molécules de glutathion (GSH) (Zakowski et Tappel, 197$). La réduction du
glutathion oxydé (GSSG) par la glutathion réductase (GRD) permet de régénérer le GSH.
L’équivalent de réduction utilisé dans cette réaction est le NADPH, lui-même régénéré dans la
réaction catalysée par la glucose-6-phosphate-déshydrogénase (Kosower et Kosower, 1983).
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1.6.3 Les antioxydants non-enzymatiques
1.6.3.] Le gÏutathion (GSH)
Le glutathion est un tripeptide: le glutarnyl-cystéinyl-glycine. 11 est nécessaire à l’activité de la
GSH peroxydase et à celle de la GSH S-transférase. Un des autres rôles importants du GSH
serait de contribuer à la décondensation nucléaire du spermatozoïde dans le cytoplasme de
l’ovocyte fécondé (Lenzi et coli., 199$).
1.6.3.2 La vitamine E (VE)
Chimiquement, le terme vitamine E correspond en fait à huit composés naturels faisant partie
de deux classes différentes: les tocophérols et les tocotriénols possédant chacun une activité
biologique distincte. Grâce à sa liposolubilité, la VE est le plus important antioxydant actif au
niveau des membranes plasmiques de diverses cellules (Figure 6). Elle est capable d’inhiber la
peroxydation des lipides (sans influencer l’initiation de ce processus) en inactivant les radicaux
peroxyles (R00) et atkoxyles (R0) membranaires ou les radicaux libres oxygénés présents
dans le milieu environnant (Ford et Whittington, 1998). Elle a même la propriété d’augmenter
la biodisponibilité du sélénium et faciliter ainsi son incorporation dans la glutathion
peroxydase.
Il est important de noter que la réduction des radicaux peroxyles lipidiques en hydroperoxydes
mène à l’oxydation de l’alpha-tocophérol en radical tocophéroxyle. Le recyclage de l’apha
tocophérol s’effectue par la vitamine C, capable de régénérer un tocophérol actif à partir du
radical tocophéroxyle, permettant de maintenir à un niveau constant la capacité antioxydante de
l’alpha-tocophérol. De cette façon, l’alpha-tocophérol peut être fonctionnel contre les RLO, et
ce, à de faibles concentrations (Buettner, 1 993).
H2)3CH(CH7)3CH(CH2)3CHCH3
figure 6: Structure chimique de la vitamine E (Tiré de Goodman et Gi/man ‘s, 1999).
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1.6.3.2 La vitamine C (VC)
La VC est un piégeur hydrosoluble de RLO (f igure 7), principalement de l’anion superoxyde et
de l’oxygène singulet (Doba et cou., 1985). Elle possède aussi une fonction prooxydante en
réduisant le fer ferrique fe3 en fer ferreux Fe2, lequel favorise la formation de 0H à partir de
H202. La concentration extrêmement élevée en acide ascorbique dans le liquide séminal (10
fois celle du sérum) laisse supposer une telle activité par rapport aux lipides membranaires des
spermatozoïdes (Jones et Mann, 1976).
CH2OH CH2OH
HO—C —H
-2I-l -2 Ho—C—H
— =
e
=
IC=Cz IC_CHI I H
OHOH 00
Acide L-ascorbique Acide L-déshydroascorbique
Figure 7: Structure chimique de la vitamine C et de sa forme oxydée (Tiré de Goodman et Gitman ‘s,
1999).
Connaissant les effets nocifs des RLO sur les spermatozoïdes humains, plusieurs auteurs ont
évalué l’efficacité d’antioxydants dans le traitement de l’infertilité masculine. On doit constater
que les résultats restent controversés (Martin-Du Pan et Sakkas, 199$; Agarwal et coll., 2004)
et qu’aucun traitement n’a encore atteint le stade d’application clinique. Le tableau III résume
les diverses études rapportées dans la littérature sur les effets bénéfiques ou néfastes d’un
supplément diététique en vitamines E et/ou C. Certaines rapportent des effets bénéfiques sur les
paramètres du spermogramme tandis que d’autres n’ont observé aucun changement.
In vitro, l’addition de vitamine E au milieu de préparation des spermatozoïdes permet de
réduire les dommages oxydatifs causés par la centrifugation (Aitken et Clarkson, 198$); ceci se
traduit par une augmentation de leur capacité à fusionner avec les ovocytes dépellucidés de
hamsters (Aitken et coll., 1989a) et même d’améliorer leur taux de liaison à la zone pellucide
(Kessopoulou et coll., 1995). L’ajout de tels antioxydants, seuls ou en combinaison, serait
associée à une diminution de la production de RLO dans le sperme; cependant, ceci ne semble
pas bénéfique à la motilité des spermatozoïdes et pourrait même induire des dommages à leur
chrornatine (Donnelly et coIl., 1999b).
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1.5.3.3 Le sélénium (Se)
Le sélénium, en tant que composant de séléno-enzymes, est un oligoélément essentiel qui joue
un rôle efficace dans la protection de l’ADN des cellules somatiques (Shen et coli., 1995) et
germinales (De-Xiang et coll., 2003). Ces enzymes agissent particulièrement via l’inactivation
de l’anion superoxyde ainsi que l’inhibition des mécanismes de peroxydation des acides gras
insaturés de ta membrane plasmique. Un schéma de la régulation métabolique du sélénium est
présenté à la figure 8.
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Figure 8: La régulation métabolique du sélénium (Se) (Extrait de Doull 1999).
Légende: cD: Voie de la transulfuration. : Sélénocystéine l3-lyase. ®: Réduction par le gluthation. ®: Sélénophosphate
synthétase. : Méthylation. ©: Remplacement du soufre par le sélénium au niveau de ARI’1t. : Remplacement de
l’oxygène de la sérine par le sélénium: formation de sélénocystéine. ®: Décodage de UGA de l’ARNm avec insertion de
sélénocystéine dans la structure primaire de la protéine. ©: Dégradation protéolytique. Forme de transport du Se.
La première fonction biologique du Se a été découverte en 1973: iI fait partie du site actif de la
glutathion peroxydase, une enzyme de la famille des sélénoprotéines (Rotruck et coIl., 1973).
Ces dernières contiennent du Se sous forme de sélénocystéine ou sélénométhionine (Burk et
Hill, 1993). En 1978, Calvin identifie un polypeptide contenant 3 résidus de sélénocystéines,
localisé dans les mitochondries de la pièce intermédiaire des spermatozoïdes du rat (Calvin,
1978, 1981). Cette protéine est en fait une ((kératine» spécifique, à l’intérieur de la partie
fibreuse du flagelle où elle contribue à la formation de la capsule mitochondriale (Ursini et
coil., 1999). Elle fait partie des « phospholipid hydroperoxide glutathion peroxydase>)
(PHG?x) (Lei et coll., 1997) capables de réduire les hydroperoxydes lipidiques (LOOH) en
leurs dérivés alcool correspondants, et représente au moins 50% du matériel de celle capsule du
spermatozoïde mature (Ursini et coll., 1999). La PHGPx est abondamment exprimée au niveau
des testicules du rat tRoyen et coll., 1994) et dans les cellules de la lignée germinale (Mizuno
et coIl., 2000) sous forme de peroxydase soluble, mais elle existe en tant que protéine insoluble
et sans activité enzymatique dans les spermatozoïdes matures. D’autres sélénoprotéines sont
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aussi exprimées dans les organes génitaux mâles (Behne et coll., 1997), leur nature reste
encore inconnue.
Le Se est reconnu comme un élément essentiel act développement testiculaire normal et à une
production de spermatozoïdes mobiles et fertiles (Bleau et coll., 1984; Oldereid et coll., 1998;
Ursini et coIl., 1999). Les effets principaux d’une carence primaire en Se sur les
spermatozoïdes des mammifères consistent en une perte de motilité et une augmentation du
nombre de spermatozoïdes anormaux, les anomalies affectent la pièce intermédiaire avec
désorganisation de l’hélice mitochondriale (Wallace et coll., 1983; Watanabe et Endo, 1991).
Chez l’humain, l’infertilité qui en résulte pourrait être expliquée par une biosynthèse
insuffisante de PHGPx.
Les travaux reliant la qualité du sperme acix concentrations en Se dans le sperme et le liquide
séminal sont contradictoires. Certains rapportent que la concentration en Se dans le liquide
séminal est en corrélation positive avec la concentration en spermatozoïdes chez les hommes
normospermiques (Bleau et coll., 1984; Xu et colI., 1993). Ces auteurs ont démontré que la
motilité des spermatozoïdes était maximale lorsque la concentration de Se dans le sperme se
situait entre 50 et 69 ng/mL; à des valeurs inférieures, la motilité diminuait et la proportion
d’hommes avec oligozoospermie augmentait. Ces travaux ont suggéré que le taux de Se dans le
sperme d’hommes infertiles est nettement plus bas que celui des sujets ayant une fonction
reproductrice normale, et qu’une faible motilité des spermatozoïdes est également associée à
une diminution de la concentration en Se dans le sperme. À l’inverse, d’autres équipes
n’observent pas de corrélation entre les paramètres du spermogramme et la concentration en
sélénium dans le sperme (Takasaki et coll., 1987; Behne et coll., 198$; Roy et coll., 1990). Des
données indiquent toutefois des valeurs basses en sélénium dans le sperme lorsque la
numération des spermatozoïdes est anormalement basse ou élevée (Behne et coll., 198$). Une
explication possible de cette divergence veut que la fertilité masculine soit affectée lorsque la
teneur en sélénium dans le sperme est soit très basse ou soit très élevée par rapport à la
moyenne, rendant difficile l’établissement de corrélations linéaires (Bleau et coll., 1984). De
faibles ainsi que de hautes concentrations en Se dans le sperme semblent être associées à
l’infertilité. Chez les hommes subfertiles, un supplément de Se augmente la concentration
plasmatique du Se et l’activité de la GPx dans le liquide séminal (Iwanier et Zachara, 1995;
Vézina et coll., 1996), indiquant un équilibre entre le sérum et le liquide séminal.
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1.7 L’évaluation des dommages à l’ADN des spermatozoïdes
Dans la majorité des études portant sur la qualité du sperme, les auteurs utilisent les paramètres
conventionnels du spermogramme incluant la concentration, la motilité et la morphologie des
spermatozoïdes (tableau IV). Le choix de ces paramètres sous-entend que les spermatozoïdes
«sélectionnés» par le tractus génital femelle ainsi que l’ovocyte mature sont génétiquement
adéquats (Yanagimachi et coÏl., 1995). Or, dans bien des cas, ce concept est loin de s’avérer: à
preuve, l’absence de corrélation significative entre d’une part les paramètres conventionnels du
spermogramme et d’autre part le degré de fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes (Sun et
coll., 1997) ou la susceptibilité de leur noyau à la dénaturation (Spano et coil., 2000). Quelques
techniques ont récemment été développées afin d’évaluer l’intégrité de l’ADN des
spermatozoïdes humains, elles visent également à établir un paramètre prédictif de la fertilité
masculine.
Tableau IV: Les valeurs normales des paramètres du spermogramme (WHO, 1999)
Paramètres du spermogramme Valeurs normales Définitions de l’anomalie
Volume 2,0 ± <2 mL: hypospermie
> 6 mL: hyperspermie
PH 7,2 à 8,0
0: azoospermie
Numération des spermatozoïdes 20 x 106/mL <20 x 106/mL: oligozoospermie
>20 x 106/mL: polyspermie
Mobilité des spermatozoïdes à 30 minutes grade A + B 50% <50%: asthénozoospermie
ou
Mobilité en trajet fléchant rapide des spermatozoïdes grade A 25% <25%: asthénozoospermie
Morphologie normale des spermatozoïdes 30% <30%: tératozoospermie
Leucocytes 106/mL > 106/mL: leucocytospermie
Viabilité 70% <70% : nécrospermie
1.7.1 Analyse unicellulaire sur gel d’électrophorèse (« Cornet assay »)
Dans cette technique, les spermatozoïdes sont introduits dans une fine couche de gel d’agarose
étalée sur une lame de microscope; après leur lyse, ils sont exposés à un courant électrique puis
colorés avec un fluorochrome spécifique à l’ADN tel le bromure d’éthidium. En brisant la
matrice de protéines grâce au milieu alcalin (pH >10), les brins d’ADN fragmenté se relâchent
de leur structure en spirale très enroulée permettant ainsi la migration de ces fragments vers
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l’anode (Haines et col!., 1998). Sous microscopie à fluorescence, la coloration révèle des
traînées d’ADN rappelant la structure d’une comète, d’où l’appellation de la technique. D’après
la forme et la densité de la queue de la comète, il est possible d’interpréter le niveau de
fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes (Singh et coll., 198$). Un des principes de cette
technique est que les gros fragments issus de brisures double brin d’ADN tendent à rester au
niveau du noyau tandis que les petits fragments comprenant des cassures simple ou double brin
migrent le long de l’étendue de la queue de la comète (Kiaude et col!., 1996). Ainsi, des
spermatozoïdes avec des taux élevés de fragmentation de l’ADN devraient démontrer une
augmentation de l’intensité de la fluorescence (Hugues et coil., 1996) et de la longueur de la
queue de la comète (Singh et Stephens, 1998) (Figure 9). Malheureusement, l’interprétation du
résultat d’un seul spermatozoïde à la fois est fastidieuse et rend la technique peu représentative
d’un échantillon de sperme (lequel contient des millions de cellules hétérogènes (Sakkas et
coli., 1999), et aucun seuil discriminant de la fertilité masculine n’a été établi pour cette
technique.
ta)
*
Figure 9: Types de résultats obtenus selon la technique COMET.
(Tiré de http://www.alphascientists.com/embryologv images/sperml .html, 1999)
Spermatozoïdes observés en microscopie optique (a) et à fluorescence (b). 1: spermatozoïde avec peu de fragmentation de
l’ADN. 2: spermatozoïde ayant beaucoup de fragmentation dc l’ADN (forme une traînée ressemblant à la queue d’une
comète).
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1.7.2 Test in situ des coupures de l’ADN (In situ nick translation (NT) assay)
Ce test permet de mesurer l’incorporation du complexe biotine-dUTP grâce à l’activité de
l’enzyme polymérase I d’Escherichia Cou (DNA Pol I), seulement aux sites des brisures
simple brin de l’ADN. L’utilité clinique de cette technique reste très limitée due à son manque
de sensibilité (Twigg et coll., 199$) et parce qcl’aucunc corrélation n’a été observée avec le taux
de fécondation lors d’études in vivo (Irvine et colI., 2000).
1.7.3 L’analyse de la structure de la chromatine des spermatozoïdes (SCSA)
Le principal objectif de la technique SCSA était d’établir une relation entre la structure de la
chromatine et sa fonction, en observant les dommages à l’ADN (Ward et Coffey, 1991). Celle
technique permet de mesurer la susceptibilité de l’ADN des spermatozoïdes à se dénaturer in
situ sous l’effet de la chaleur ou en milieu acide (pH 1,4). Grâce à une coloration différentielle,
il est possible de quantifier le changement métachromatique de la fluorescence de l’acridine
orange en cytométrie. Il y a émission de fluorescence verte (530 nm) lorsque ce fluorochrome
s’intercale dans l’ADN natif et bicaténaire (double brin) ou une émission à 600 nm (rouge)
lorsqu’il se lie à l’ADN dénaturé et monocaténaire (simple brin) (Darzynkiewicz et coIl., 1976).
Par conséquent, une fluorescence verte sera associée à un faible taux de fragmentation de
l’ADN tandis que celle en rouge représentera un niveau modéré ou excessif de fragmentation.
Le plus important paramètre de la technique SCSA est l’index de la fragmentation de l’ADN
(%IFD) qui représente la population de cellules ayant des dommages à l’ADN (Evenson et
coll., 2002).
1.7.3.1 Test à Ï ‘acridine orange (AOT)
Cette méthode de microscopie en fluorescence, cine simplification de la technique SCSA
(Tejada et col!., 1984), permet l’observation des spermatozoïdes et autres cellules sur un grand
spectre de couleurs. La difficulté à distinguer les couleurs, la perte rapide de la fluorescence et
l’hétérogénéité de la coloration des lames causent de graves problèmes d’interprétation des
résultats (Duran et coIl., 1998). Sa valeur prédictive de la fertilité masculine demeure
controversée.
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1.7.4 Technique TUNEL (« Terminal Uridine Nick-End Labeling »)
Nous avons choisi la technique TUNEL parce qu’elle est simple rapide et reproductible. Cette
technique mesure, grâce à la réaction catalysée par l’enzyme désoxyribonucléotidyle
exotransférase (TUT), l’incorporation de multiples complexes de désoxyuridine triphosphate
(UUTP) couplée à de la biotine à chaque portion alcool terminale des cassures simple et double
brin de l’ADN (Gavrieli et coll., 1992). Le signal est amplifié grâce à l’addition de
streptavidine (couplée à la fluorescéine) qui possède une très grande affinité spécifique pour la
biotine (Gorczyca et coll., 1993). Le signal pour la fragmentation de l’ADN peut être observé
par cytométrie en flux ou en microscopie à fluorescence. Ainsi, un spermatozoïde avec une
chromatine intacte ne présente aucune fluorescence, tandis que ceux ayant une fragmentation
importante de leur ADN montrent une forte intensité de fluorescence. La figure 10 illustre les
différents degrés d’intensité de fluorescence obtenus avec cette technique.
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Figure 10: Types de résultats obtenus selon la technique TUNEL (Tiré de Sergerie et cou., 2000).
Images à gauche: des spermatozoïdes observés en microscopie à fluorescence; image à droite, représentations graphiques
des résultats obtenus en cytométrie en flux. a: un échantillon témoin, traité à la DNAse-1, montrant 92% de fragmentation
de l’ADN (fluorescence intense), b: un échantillon d’un sujet avec 35% de fragmentation de l’ADN (fluorescence
moyenne). C: un témoin négatif, sans l’enzyme TdT, avec seulement 5% de fragmentation de l’ADN (fluorescence faible).
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1.7.6 Dosage de ta $-hydroxy-2’-désoxyguanidine (8-OHdG)
La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) et la chromatographie gazeuse
spectrométrie de masse (GC/MS) permettent de quantifier spécifiquement le biomarqueur 8-
hydroxy-2’-désoxyguanidine (8-OHdG). Cette substance est un des 20 principaux produits
générés lors de dommages oxydatifs à l’ADN. Les corrélations entre le taux de 8-OHdG et les
paramètres du sperme ainsi que la fertilité masculine attestent de la valeur diagnostique
potentielle de cette technique (Shen et Ong, 2000).
1.7.7 Test de dispersion de la chromatine des spermatozoïdes (SCD)
Décrite comme la plus simple et la moins coûteuse des analyses de la fragmentation de l’ADN,
le test SCD, effectué en gel d’agarose, est basé sur le principe qu’un spermatozoïde dont l’ADN
est fragmenté ne produit pas un halo bien caractéristique après dénaturation en milieu acide et
enlèvement des protéines nucléaires (Fernandez et coll., 2003).
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2. OBJECTIFs DU PREMIER PROJET DE RECHERCHE
Dans le premier chapitre, nous avons présenté une revue de la littérature centrée sur la
reproduction masculine. Nous avons discuté en autres du stress oxydatif et de ses effets sur les
spermatozoïdes, un sujet de grand intérêt depuis quelques années. Ceci nous a amené à décrire
les moyens de défense permettant aux spermatozoïdes de maintenir leur intégrité membranaire
ainsi que celle de leur matériel génétique.
Des études avaient récemment rapporté un taux plus élevé de fragmentation l’ADN des
spermatozoïdes chez des fumeurs comparativement à des non-fumeurs. Au contraire, notre
laboratoire n’a pas pu mettre en évidence une telle différence. Ce premier projet de recherche
porte sur les effets de la cryopréservation des spermatozoïdes sur le degré de fragmentation de
l’ADN. L’objectif étant de déterminer si la congélation du sperme peut expliquer la divergence
des résultats et d’établir l’impact réel du tabagisme sur l’intégrité de l’ADN des
spermatozoïdes.
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Abstract
The potential deleterious effect of cigarette smoking on sperm DNA integrity is ofparamount
importance. Conflicting resuits indicate either increased or equal degrees of sperm DNA
fragmentation in smokers compared to non-smokers. This study aims to resolve this issue by
identifying parameters hable to influence the resLiits of the TUNEL assay. Using sperm from
fresh semen, TUNEL assay showed no significant difference in degree ofDNA fragmentation
between smokers and non-smokers. However, freezing at -20°C caused a significant increase
in smokers but flot in non-srnokers. Freezing in liquid nitrogen yielded intermediate values in
smokers, but no significant change in non-srnokers. Resuits were similar whether normal men
or men consulting for infertility were tested. A radioenzyrnatic method was developed to label
free 3’ ends in isolated sperrn DNA. In non-smokers, DNA labehing was flot significantly
influenced by freezing sernen at both temperatures compared to fresh semen. In smokers,
freezing of semen at —20°C caused a significant increase in DNA labehing, but flot freezing in
hiquid nitrogen. The concentration of vitamin C in semen subjected to freezing at —20°C was
lower in smokers than in non-smokers, this suggests that an oxidative stress might contribute
to DNA fragmentation. The rate at which sperrn chrornatin is forced to expand might also be a
technical problem. Electron microscopy indicates that freezing of semen at —20°C causes
changes in appearance and density of sperrn chromatin in smokers but not in non-smokers, this
effect might influence the evaluation of DNA integrity. In conclusion, sperm DNA
fragmentation in smokers is not significantly different from that in non-smokers. Freezing of
sperm can introduce bias in assays for sperrn DNA fragmentation. Our results also suggest that
sperm from smokers might be less well protected against stressful in vitro conditions.
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Résumé
L’effet délétère possible du tabagisme sur l’intégrité de l’ADN des spermatozoïdes est d’une
importance primordiale. Des résultats contradictoires indiquent des taux de fragmentation de
l’ADN des spermatozoïdes plus élevés ou similaires chez les fumeurs comparativement aux
non-fumeurs. L’objectif de cette étude vise à résoudre ce problème en identifiant des
paramètres pouvant influencer les résultats de l’analyse TUNEL. En utilisant le sperme frais,
l’analyse TUNEL n’a montré aucune différence significative du degré de fragmentation de
l’ADN des spermatozoïdes entre les fumeurs et les non-fumeurs. Cependant, la congélation à -
20°C a causé une augmentation significative du taux de fragmentation de l’ADN des
spermatozoïdes chez les fumeurs, mais pas chez les non-fumeurs. Par contre, la congélation à —
196°C était associée à des valeurs intermédiaires chez les fumeurs, mais à aucun changement
significatif chez les non-fumeurs. Les résLiltats étaient semblables tant chez les sujets normaux
que ceux suivis en fertilité. Une méthode radioenzymatique a été développée pour marquer les
extrémités 3’OH libres de l’ADN isolé. Chez les non-fumeurs, le marquage de l’ADN par cette
technique n’a pas été significativement influencé par la congélation à -20°C et à -196°C
comparativement au sperme frais. Chez les fumeurs, la congélation du sperme à -20°C a causé
une augmentation significative du marquage de l’ADN, mais pas la congélation dans l’azote
liquide. Lorsque les échantillons étaient congelés à -20°C, la concentration en vitamine C dans
le sperme était inférieure chez les furnecirs comparativement aux non-fumeurs, ceci suggère
qu’un stress oxydatif pourrait contribuer à la fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes. La
vitesse à laquelle la chrornatine est forcée à se décondenser pourrait aussi être un problème
technique susceptible de causer une augmentation du taux de fragmentation. La microscopie
électronique indique que la congélation du sperme à -20°C cause des changements dans l’aspect
et la densité de la chromatine des spermatozoïdes chez les fumeurs mais pas dans les non
fumeurs; cet effet pourrait influencer l’évaluation de l’intégrité de l’ADN. En conclusion, la
fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes chez les fumeurs n’est pas significativement
différente de celle des non-fumeurs. La congélation du sperme pourrait introduire des biais lors
de l’évaluation de la fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes. Nos résultats suggèrent que
le sperme des fumeurs pourrait être moins bien protégé in vitro contre des conditions
stressantes.
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1. Introduction
The possible impact of cigarette smoking on male reproduction remains a controversial issue.
It was concluded in two meta-analyses that there is no significant reduction in natural
fecondity in association with paternai smoking [1,21. This contrasts with later reports of
increased risk of infertility in couples where the male partner srnokes [3,4,5]. There is also
evidence that heavy smoking by the male partner might increase time to conception in couples
[6]. Possible confounding factors in such studies are numerous and it is extremely difficuit to
discriminate between an effect of male smoking on male fertility versus an effect of passive
smoking on women fertility, for it is well established that women who smoke cigarettes have
reduced fertility [6]. In a recent study, adjustment for women’s smoking status indicated no
significant difference in fecondity between male smokers and non-smokers [7]. In the context
of assisted reproduction, two studies reported no statistically significant effects of male
smoking on pregnancy rate in couples undergoing IVF [8,9] while an other found male
smoking to decrease the likelihood of a pregnancy following IVf [10]. More recently, tower
pregnancy rates after IVF or ICSI were reported in couples where the men smoked [11].
Numerous studies evaluated the effect of smoking on the usual semen parameters. Here also,
divergent results were published, on the whole it was concluded by meta-analysis that cigarette
smoking is associated with modest reductions in spcrm count, motiiity and normal morphology
[2]. More recent publications on large cohorts cither support such a trend [12] or conclude in
no statistically significant difference between srnokers and non-smokers [13].
The integrity of the sperm genetic material is of paramount importance both in terms of male
fertility and risk of transmitting genetic defects to offspring. Cigarette smoke contains a
myriad of toxic substances: sorne are know carcinogens while others generate an oxidative
stress, ail of which can lead to DNA damage. Prospects of reduced fertility and abnormal
progeny are grave issues. Over the last 10 years, important efforts were devoted to evaluate the
possible impact of cigarette smoking on sperrn DNA integrity. Stemming from studies on
somatic cells, several methods wcrc adapted to the investigation of sperm DNA; this ofien
provcd difficult mostly because of the highly condensed state of the chromatin in this
mammalian gamete.
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Immunocytochemistry using antibodies to benzo[a]pyrene diol-epoxyde-DNA adducts
(BPDE-DNA adduct) was recently applied to hurnan sperrn. One study suggested more intense
staining in smokers cornpared to non-srnokers [14]. In contrast, another study reported that
current smoking is not associated with BPDE-DNA adducts in sperrn [151. Analyses by 32P-
postlabeling assay also yielded no significant difference in the levels ofDNA adducts between
srnokers and non-srnokers [16,17].
Assays for $-oxo-2-deoxyguanosine (8-oxodG) were used to evaluate the degree of oxidative
damage to sperrn DNA in relation to smoking. Two studies reported levels of 8-oxodG
approxirnately 50% higher in smokers cornpared to non-smokers [1$, 19]. However, a recent
study found mean values of 1 .79 and 1.83 residues of 8-oxodG per I 0 dG for smokers and
non-smokers rcspectively, a non statistically significant difference [7].
The sperm chromatin structure assay (SCSA) evaluates the integrity ofthe chromatin (DNA in
sperrn with immature nuclei is more sensitive to acid-induced denaturation) and is correlated
with the degree of DNA fragmentation (DNA fragmentation index). In a study on men from
couples consulting for infertility, it was concluded that these two indices of sperm DNA
damage were not statistically different in smokers compared to non-srnokers [20]. In contrast,
in similar patients, sperm from smokers were reported to be more sensitive to acid induced
denaturation and to possess a higher level ofDNA strand breaks than those from non-smokers
[21].
The Cornet assay uses electrophoresis applied to sperm subjected to prior decondensation in
lysis buffer to release their DNA and assess its integrity. As rncasured under alkaline
conditions, the degree of sperrn DNA fragmentation was found to be similar in smokers and
non-srnokers [22].
The TUNEL assay is an enzymatic method to label free 3’ ends, it measures single and double
strand breaks in DNA. Two studies reported a higher degree of sperm DNA fragmentation in
smokers compared to non-smokers [21,23]. In contrast, our laboratory failed to find any
significant difference in percentage of DNA fragmentation between light smokers, heavy
smokers and non-smokers [24].
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It is difficuit to reconcile the often divergent resuits concerning the effect of smoking on
sperm DNA integrity. The prirnary objective ofthe present study was to verify whether or not
smoking causes sperrn DNA fragmentation. The lack of statistically significant difference
between smokers and non-smokers led us to investigate pararneters hable to introduce bias in
assays for DNA integrity.
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2. Materials and methods
Study partictpants
This study was conducted in two groups of subjects: normal men as well as men from couples
consulting for infertility. Inforrned consent was obtained from each volunteer, and the study
protocol was approved by the Ethics Cornrnittee of the Centre hospitalier de l’Université de
Montréal.
Normal subjects included 27 men, aged between 21 and 45 years (median = 32 years). Current
smoking behavior was deterrnined through a self-administered questionnaire that was
corroborated by assay for serum cotinine. Non-smokers (n = 8) had either neyer smoked or had
smoked less than 100 cigarettes in their lifetime; in ail of these men, serum cotinine
concentration was below the detection lirnit ofthe rnethod. Smokers (n = 19) included men who
currently smoked 5 or more cigarettes per day on average; serum cotinine concentration was
higher than 50 ng/mL in ail the subjects (median: 211 ng/mL, range: 54-434 ng/mL). Semen
from these men was used to measure the effect of freezing on sperm DNA fragmentation by the
TUNEL assay, on vitarnin C levels and on ROS production by the spermatozoa.
Men from couples consulting for infertility (“infertility patients”) providcd semen samples that
were used to measure the effect of freezing on sperm DNA fragmentation by the TUNEL assay
(groups of 10 non-smokers and 15 smokers) and by the radioenzymatic technique (groups of 12
non smokers and 12 smokers). Samples from subjects ofthe latter group were also used to test
for ROS production and etectron rnicroscopy. for these patients, smoking status was based on
questionnaire alone.
After semen analysis, the samples wcre divided into three aliquots. One was studied as fresh
semen: fresh sperm prior to freezing and thawing. Another was frozen at —20°C and then
thawed: sperm frozen at —20°C is post freezing and thawing). A third was frozen in liquid
nitrogen and then thawed (sperrn frozen in liquid nitrogen is post freezing and thawing).
Medians for total sperrn count in srnokers (289 x 106/ejaculate; IQ 154 and 398) and non
smokers (242 x 106/ejaculate; IQ 157 and 394) were flot statistically different. As indicated by
the high first interquartile values, subjects with low total sperm count were flot included in the
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groups. This is because each ejaculate had to contain a minimum number of sperm for ail
tests. for example, a total sperrn count of more than c.a. 75 x 106 sperm was required to
perform the radioenzymatic rnethod under ail three experimental conditions.
Measurement ofsperm DNA fragmentation by the TUNEL assay
The degree of sperm DNA fragmentation was rneasurcd by labeling YOH termini by a
modification of die terminal deoxyncicleotidyl transferase (TdT)-mediated deoxyuridine
triphosphate-biotin end labeling techniqcie (TUNEL), essentially as described previously
[23,24]. Briefly, formalin-fixed sperm were centrifugcd for 4 min at 10,000g (supernatant
removed) and incubated for 10 minutes in 100 d of TUT buffer: 1 M sodium cacodyÏate, 150
mM Tris (pH 7.4), 25 mM CoCI7, 1.25 rng/rnL bovine serum albumin (BSA) and 0.1% Triton
X-100 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). Foilowing another centrifugation, the TUT
buffer was removed and replaced with 100 d of TUT buffer containing 3 tmol of biotin 16-
deoxyuridine triphosphate, 10 U of TUT (Roche Diagnostics, Lavai, Canada), and 0.1% Triton
X-100. The sperm suspension was then incubated at 37°C for 60 min. Afier washing with TN
buffer (30 mM Tris, pH 7.4, 300 mM NaC1), the sperrnatozoa were incubated in 100 d of
staining AP buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCI) containing 1% streptavidin conjugated
to fluorescein isothiocyanate (FITC) (Canadian life technology, Toronto, Canada), incubation
was at 37°C in the dark for 60 min. After centrifugation for 4 min at 10,000g, the supernatant
was removed and the pellet resuspended in 1 mL of A? buffer before analysis. for negative
controls, TUT was omitted from the reaction mixture. As positive controls, sperm were
pretreated with 200 U ofdeoxyribonuciease (DNAse I, RNAse-free) (Roche Diagnostics) for 45
min at 37°C before labeiing.
ftow cytometry measurements
Sperm DNA fragmentation was measured using a fACScan flow cytometer (Becton Dickson,
San Jose, CA, USA) equipped with a 15 mW argon-ion laser for excitation at 488 nm. f low
during analysis was controlled at c.a. 500 sperm/s, and 10,000 cells were analyzed in each
sample. Data for Iight-scattering and emission of fluorescence (monitored at 5 15-535 nm) were
obtained at a fixed gain setting in logarithmic mode. Debris were eliminated based on forward
scatter versus side scatter dot plot by drawing a region enclosing the sperm population of
interest; staining with propidium iodide (red fluorescence collected through a 620 nm band
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pass filter and a 645 nrn Iong-pass liter) was also performed to eliminate noises. Green
fluorescence signal for f ITC was collected through a 525 nm band-pass filter and a 550 nm
dichroic long-pass filter. The percentage cf labeled sperm (gated on histograms above Ml
marker for the fluorescence intensity of more than 90% of events for positive DNase I control),
and median fluorescence intensity of spermatozoa in each sample were used as measures of
sperm DNA fragmentation.
Radioenzymatic labelting offree 3 ‘ends ofsperm DNA
DNA extraction
Semcn samples from 12 srnokers and 12 non-smokers were used either fresh, or after freezing at
-20°C or in liquid nÏtrogen and thawing 24 h later. Sperrn DNA was isolated by a modified
guanidinium thiocyanate method [25). A volume of semen corresponding to c.a. 25 x 106
spermatozoa was mixed with 5 mL of PBS followed by centrifugation at 950 x g for 10 min.
The sperm pellet was lysed in 2.5 mL of a lysis buffer containing: 6 M guanidinium
thiocyanate, 30 mM sodium citrate (pH 7.0), 0.5% sarkosyi, 0.20 mg/mL proteinase K and 0.3
M Ç3-mercaptoethanol, and incubated at 55°C for 3-4 h. Two volumes of isopropyl alcohol were
then added directly to the lysate, the tube was invertcd gently until the DNA fibers formed a
visible bail that was recaptured, washed twice in 70% ethanol and dissolved in approximately
200 j.iL of water over a 24-h period. The quality and concentration of extracted DNA assessed
by absorbance at 260 and 280 nm, aliquots were stored at -20°C before radioenzymatic assay.
Detection ofDNA fragmentation by A T? a-35S incorporation in extracted DNA
Sperm DNA fragmentation was assessed by labeling of 3’OH termini in isolated DNA using
TdT as the enzyme and ATP u-35S as radioactive substrate. Each analysis represents the mean
of 6 replicates. For each replicate, 4 tg of isolated DNA were incubated in medium containing
10 .tL TdT buffer 5X (1 M potassium cacodylate, 125 mM tris-HC1, 1.25 mg/mL BSA), 5 jiL
25 mM CoC12, 15 iCi ATP Œ-35S (ICN Biochernicals, Toronto, Canada) and 25 U ofTdT. The
final volume was adjusted to 50 iL with water and the reaction mixture was incubated
overnight at 3 7°C.
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Unreacted ATP Œ-35S was removed first by chromatography on MicroSpin G-25 columns
(Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfée, Canada). Remaining traces of unincorporated
ATP Œ-35S were eliminated by precipitation: 150 tL of a t-RNA solution (0.25 mg/mL t-RNA
in 0.1 M sodium pyrophosphate) were added to the DNA fraction of G-25 column, followed by
precipitation with 200 IIL of 25% trichloroacetic acid (TCA) and incubation on ice for 10 min.
The precipitate was recovered by filtration on SMWP 5 tm filters (Millipore, St-Laurent,
Canada) and washed seqcientially with 10 mL of 10% TCA and 10 mL of 95% ethanol. The
filters were then transferred to scintillation vials containing 5 mL of scintillation cocktail (ICN
Biochemicals) to measure radioactivity in a LS-1801 Beckrnan counter. As negative control,
TdT was omiffed from the reaction mixture; strongly positive controls were DNA samples
pretreated with a combination of 40 U EcoRi and 40 U BarnHl (New England Biolabs,
Mississauga, Canada) for 1 h at 37°C prior to radioactive labeling. A reference standard was
run on each assay occasion: it was an aliquot of isolated sperm DNA from a semen donor with
high sperm count.
Anatysis ofsperm chrornatin aspect and density
The aspect and density of sperm chrornatin were investigated by transmission electron
microscopy. Sperm were fixed with 4% glutaraldehyde in 0.IM sodium cacodylate for 30 min
at 4°C. They were then washed twice in 0.2M sodium cacodylate and stored at 4°C until
proccssed for electron microscopy by the usual techniques. Chromatin densities were compared
on photomicrographs using the Mesurim 2.4 program (Université d’Amien, Amien, France). A
mean value of absorbance was calculated for each spcrmatozoon: it was based on several
measurements made over areas ofthe nucleus selected to exciude nuclear vacuoles.
Measurement ofROS production
ROS production was measured by chernilurninescence assay in the presence of luminol using a
Turner Designs (TD-20/20) luminorneter. Frozen and ftesh sperm were washed with N-2-
hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES)-balanced saline buffer (HBS: 130
mM NaC1, 4 mM KCI, 0.5 mM MgCI2, 14 mM frLlctose, and 10 mM HEPES adjusted to pH 8.0
[26] and then suspended at 10 x 106/rnL in H3S containing 0.5 mM luminol (from a stock
solution in dimethylsulfoxide). Chernilurninescence was rnonitored over a 10 min period, and
results are reported as relative light units (RLU).
4$
High pressure liquid chromatography
Cotinine, a major degradation product of nicotine, was measured by HPLC tAguent
Technologies, Toronto, ON, Canada) essentially as described previously [27] on an ODS
(Cl$) column (4.6 mm x 25 cm, Beckman Instrument) using a mobile phase composed of
acetonitrile: diethylamine: formic acid: water (120: 3: 1.25: $75; v:v) adjusted to pH 4.5. Peaks
of cotinine were detected at 262 iim. Vitarnin C was measured in semen and in blood serum
[2$]; unless otherwise stated, semen and serum were stored in liquid nitrogen until assay.
Statistical analyses
SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation, San Raphael, CA, U.S.A.) was used for data analysis.
Semen pararneters were compared using pararnetric or non-parametric tests as required. Two
Way Repeated Measures ANOVA was used to test for differences in degree of sperm DNA
fragmentation, vitamin C concentration and sperrn chromatin density. The Mann-Whitney Rank
Sum Test was also used to compare sperrn DNA fragmentation between smokers and non
smokers as evaluated by the TUNEL assay. A t-test was ctsed to compare the percentages of
decrease in vitamin C concentration upon raw freezing of semen at -20°C. A p value less than
0.05 was considered statistically significant.
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3. Resuits
The effect of freeze-thawing on sperm DNA fragmentation as measured by the TUNEL
assay.
The effect of freeze-thawing on the degree of sperm DNA fragmentation was evaluated by the
TUNEL assay. The spermatozoa were either from fresh semen (no freezing), semen frozen at —
20°C or semen frozen in liquid nitrogen.
Infertility patients (Table I)
A study was conducted on a group of men from couples consulting for infertility (infertility
patients), which included 10 non-srnokers and 15 smokers. The percentage of spermatozoa
showing a significant degree of labeling (% sperm DNA fragmentation) was analyzed by
ANOVA on repeated measures (Table I). In the non-smokers, the percentage of sperm DNA
fragmentation in fresh sperrn (12.9 % ± 6.2) was not significantly different from that ofsperm
frozen at -20°C (14.7 % ± 5.6) or in liqciid nitrogen (15.7 % ± 6.7). In contrast, the results for
smokers showed that sperm frozen at -20°C (24.0 % ± 17.1) were more heavily labeled than
fresh sperm (13.6 % ± 10.6), this difference was statisticaliy significant; freezing into liquid
nitrogen gave an intermediate value (18.9% ± 13.4).
Examination of the frequency histograms obtained by FACS scan analysis revealed that in
cases where freezing of semen is associated with an increase in the percentage of DNA
fragmentation, the whole frequency distribution tended to be shifted to the right, i.e. towards
higher fluorescence intensities. This suggested that ail the sperrnatozoa are more heavily
labeled, and flot oniy a sub-popuiation of sperrn. in order to take this effect into account, we
also anaiyzed the median values of fluorescence intensity of the spermatozoa. Results are
presented as the mean ± S.D. of individual median values. ANOVA on repeated measures was
used to compare fluorescence intensities, each subject serving as its own control to evaiuate
sperm treatment effects (Table II).
Infertilily patients (Table II)
In non smokers, the median values of fluorescence intensity for fresh sperm from was not
statistically different from that of sperrn after freezing of semen at -20°C or in liquid nitrogen.
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In smokers, freezing of sernen at -20°C caused a significant increase in fluorescence
intensity compared to fresh sperrn; a smaller but significant increase was also observed afier
freezing in liquid nitrogen. These results corroborate those obtained using percent sperm DNA
fragmentation as parameter.
Normal men (Table II)
Resuits similar to those of infertility patients were obtaincd in normal men. In non-smokers,
thcre was also no statistically significant difference between fresh sperm and sperm frozen at
—
20°C or in liquid nitrogen. In srnokers, both freezing conditions catised a significant increase in
median fluorescence intensity, the effect of freezing at -20°C tended to be higher than freezing
inLN.
$mokers compared to non-smokers
A statistical analysis was also conducted on cornbined data ofTUNEL assays from both groups
using Mann-Whitney Rank Sum Test. When the results for fresh sperm were compared, there
was no statistically significant difference in fluorescence intensity between smokers (n = 34)
and non-smokers (n 1$). In contrast, for sperrn frozen at -20°C, fluorescence intensity was
higher in smokers (median 7.45 F.U; IQ range: 5.3, 12.9) cornpared to non-smokers (median
4.35 f.U; IQ range: 3.4, 6.4) (p < 0.005).
The effect of freeze-thawing on sperm DNA fragmentation as measured by the
radioenzymatic assay on isolated DNA. (Table III)
In the non-smokers, freezing of semen did not cause any significant effect on the degree of
sperm DNA fragmentation. A two way repeated meascires ANOVA showed that the intensity of
radioactive labeling of fresh sperrn (47.9 ± 9.5 x i03 cpm/4 tg DNA) was not statistically
different from that of sperrn frozen at -20°C (52.1 ± 8.9 x i03 cprn/4 tg DNA) or in liquid
nitrogen (42.9 ± 8.6 x i03 cpm/4 jig DNA).
In smokers, only freezing of sperrn at —20°C caused a significant increase in the degree of
sperm DNA fragmentation. Hence, sperrn frozen at —20°C were more intensely labeled (75.3 ±
14.6 x i03 cprn/4 jig DNA) than fresh sperrn (52.3 ± 8.9 x i0 cprn/4 jig DNA). The labeling of
sperm frozen in liquid nitrogen (60.3 ± 12.3 x i03 cpm /4 ig DNA) was not statistically
different from that offresh sperm.
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The effect of freeze-thawing on ROS production and vitamin C concentration of in
semen.
The basal level of ROS production was extrernely low (less than 1 RLU) in fresh semen from
smokers and non-smokers; freezing and thawing caused a fLlrther decreased to values about
baseline instrument level (less than 0.07) in both groups ofsubjects.
When measured in semen stored in liquid nitrogen, the concentration of vitamin C in smokers
(320 ± 163 imoles/L) tended to be lower than in non-srnokers (524 ± 302 j.imoles/L), but inter
individual variations were large and the difference was flot statistically significant. Compared
to these values, freezing of semen at -20°C caused significant decreases in vitamin C
concentration both in smokers (down to 195 ± 12$ jimoles/L; n = 9) and non smokers (down to
399 ± 249 jimoles/L; n = 8) (two way repeated measures ANOVA: p< 0.05). This decrease was
particularly evident in the subgroup of heavy smokers (more than 15 cigarettes/day, n = 5)
where the mean value decreased by 55.4 ± 21.0 % compared to 23.1 ± 13.2 % in non smokers
(n = 8), a highly significant difference (p = 0.006, t-test). The serum concentration ofvitamin C
in smokers (61 ± 26 jtmoles/L) was not statistically different from that ofnon-smokers (55 ± 18
jimoles/L), with values well within the normal range.
The effect of freeze-thawing on sperm chromatin density
Electron microscopy was used to assess the effect of freezing of semen at -20°C on sperm
chromatin (see Figure I for representative data). In non-smokers, this treatment did not produce
obvious changes in the appearance of sperrn chromatin compared to control sperm (from semen
not subjected to freezing). In contrast, freezing of semen from smokers at -20°C caused the
sperm chromatin to show contrasting intensities and to appear more heterogeneous than in
control sperm. Quantitative assessment of sperm chromatin density corroborated these
observations (Table IV). In non-smokers, no significant difference in mean density was
observed between treated and control sperrn. In srnokers, freezing of semen at -20°C was
associated with a significant decrease in mean sperrn chromatin staining density compared to
controls.
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4. Discussion
In non-smokers, our results using the TUNEL assay show that freezing of semen in liquid
nitrogen without cryoprotectant does not influence the value for percentage of labeled spcrm as
compared to fresh sernen. This corroborates that pre-freeze and post-thaw values for sperm
DNA fragmentation, also rneasured by the TUNEL assay, are flot statistically different [29J.
These authors observed that the percentage of positive sperm tended to be higher when no
cryoprotectant was used cornpared to TEST-egg yolk and glycerol for example. In this study,
seminal plasma had been rernoved using a sperrn preparation technique, this could make sperm
more vulnerable to damage if no cryoprotectant is added before the freeze-thaw procedure.
Even in the presence of cryoprotectant, serninal fluid would offer an additional level of
protection against cryodarnage to DNA of sperm prepared by swim-up; this was demonstrated
using the Cornet assay, and is possibly indicative of protection against oxidative damage by
seminal antioxidants [301.
In the non-smokers, we did not observe any statistically significant effect of frcezing in liquid
nitrogen on the resuits ofthe TUNEL assay whether the tests wete performed on healthy men or
men from couples consulting for infertility. This is at variance with results obtained using the
cornet assay: freeze-thawing of sperrn from infertile men, but flot from fertile men, causes
significant DNA damage [31]. It should be noticed that in this study the first interquartile value
for total sperrn count in infertile patients was 28.5 x 106 sperrn while ours were above 100 x 106
sperm. Since oligozoospermia is ofien associated other semen abnormalities, sperm from
oligozoospermic patients might be more susceptible to DNA damage by freeze-thawing.
Using staining with acridine orange, a study on healthy normozoospermic men showed sperm
chromatin deterioration afier freezing in liquid nitrogen (with cryoprotectant) compared to fresh
sperm [32]. This was evidenccd by increases in SCSA pararneters indicative of DNA
fragmentation (alpha T: ratio of red to total fluorescence) and modification ofthe chromatin in
terms ofaccessibility ofthe fluorescent dye to native DNA. In contrast, the results ofthe SCSA
would not influenccd by raw freezing at -100°C [33]. Other methods of staïning with acridine
orange also revealed cryodarnage to sperrn chrornatin upon freezing in liquid nitrogen [34, 35].
In non-smokers, we observed that freezing of semen at -20°C did not induce significant change
in the percentage of positive sperrn as rneascired by the TUNEL assay. To the best of our
knowledge, no other study specifically addressed this issue with respect to human sperm;
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freezing at -20°C is flot part of cryopreservation protocols in humans. However, such
freezing conditions can be part of procedures used to store semen samples prior to laboratory
testing; as discussed below, this is hable to introduce technical bias.
The TUNEL assay gave contrasting resciits in smokers: freezing of semen, particularly at -20°C
and to a lesser extent freezing in liquid nitrogen, caused a statistically significant increase in the
measure of percent sperm DNA fragmentation. It was also noticed that the whole sperm
population showed increased labeling, suggesting that ail the sperm had more DMA damage,
and flot only a sub-population of sperrn. An other possibility was the introduction of a bias in
the TUNEL assay as a resuit of freezing at -20°: factors such as increased access ofthe enzyme
TdT to its DMA substrate coLIld result in a more complete labehing of free 3’ ends. In order to
determine whether freezing of smoker’s semen causes a true increase in DMA strand breaks, we
developed a radioenzyrnatic method that we applied to isolated sperm DMA. This approach
eliminates factors responsible for compactness ofsperm chrornatin that could himit access ofthe
enzyme to DMA within the sperrn nucieus. A statistical analysis revealed that freezing ofsemen
at —20°C indeed induces new DNA breaks in the sperm of smokers, but flot freezing in liquid
nitrogen. This indicates that freezing at -20°C wouid produce two different effects that
contribute to the increase in sperrn DMA fragmentation as measured by the TUNEL assay. One
is the induction of DMA strand breaks per se, and the other is through changes in chromatin
architecture that ahiow more complete labeling of the free 3’ end originahly present in fresh
sperm. Freezing in liquid nitrogen wouid induce only structural changes in chromatin, without
additionaÏ DMA strand breaks.
In vitro, reactive oxygen species (ROS) can cause DMA fragmentation in sperm, as measured by
TUNEL [36]. On the other hand, it was shown by electron paramagnetic resonance
spectrometry that frozen and thawed bovine sperm produce signiflcantiy more superoxide
radicals than fresh sperm [37]. These two observations leU thus to test the hypothesis that
freezing and thawing of sperm forrn smokers might induce ROS production conducive to DMA
fragmentation. With fresh sperm from srnokers, we measured very low leveis of ROS
production, levels that were flot statisticahly different from those of fresh sperm from non
srnokers. Such a result was expected since non-activated sperm have hittle activity in this regard,
and the sernen samples that we tested did iiot contain significant numbers of leukocytes, a rich
source of ROS. Freezing of sperm at -20°C abolished this low production close to instrument
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baseline level; this might result from inactivation of enzymes responsible for ROS
production or release of superoxide dismutase or glutathion peroxidase by disrupted sperm.
Here, the Ïow basal level of ROS cornbined with its decrease upon freezing and thawing argue
against a significant effect on the level of sperrn DNA fragmentation. This negative result does
flot totally exciude the possibility of a DNA damaging effect by ROS under this in vitro
condition. Hence, oxidants other than those detected by the technique that we used could be
produced or antioxidants could be lost. This is supported by our observation of lower
concentrations of vitarnin C in frozen-thawed semen of smokers, particularly heavy smokcrs,
compared to non-smokers.
Other explanations could also account for DNA strand breaks sctch as the involvement of an
endonuclease, and physical stresses causing DNA shearing. Treatrnent of mouse sperm with a
combination of detergent and dithiothrietol (DTT) was shown to induce chromosome breakage
[38]. Since chctating reagents can partially prevent this effect, the authors suggested the
involvement of an endogenous nuclease in this chromosome breakage. Atong similar unes,
freeze-thawing of hurnan sperm at -20°C was shown to cause DNA degradation; this was
evidenced by pulsed-field gel electrophoresis afier decondensation of the sperm in lysis buffer
containing of sodium dodecyl sulfate (SDS), DTT and proteinase K [39]. Here also, the
inhibitory effect of chelating reagents (EDTA and EGTA) suggested the activation of an
endogenous nuclease. Until such enzymatic activity is clearly demonstrated and the nuclease
identified, its role in DNA fragmentation rernains hypothetical.
We propose another mechanism that could explain DNA degradation under such conditions,
namely DNA shearing as a result of rapid chrornatin expansion. Basic to this mechanism is the
role devoted to zinc: it stabilizes sperrn structures dLlring spermiogenesis by forming zinc-thiol
complexes [40]. During sperrn transit in the epididyrnis, oxidation of part of the sulfhydryl
groups to disulfide bonds decreases thiol/zinc molecular ratio to that of mature sperm. We have
previously shown that treatment of sperrn with EDTA sharply decreases their rate of
decondensation in a mixture of SDS and DTT (4f). By chelating zinc, EDTA allows further
formation of disulfide bonds, as evidenced by a concomitant decrease in sulfhydryl groups. As
a result, EDTA renders sperm more resistant to decondensation in a mixture of detergent and
DTT. By siowing down the rate of sperrn chrornatin expansion, EDTA would prevent or limit
damages to DNA.
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If, as we predict, a high rate cf chrornatin expansion can indeed cause DNA fragmentation,
this could be of importance in sorne cf the rnethods (e.g. the Cornet assay) designed to evaluate
DNA integrity. The highest rates cf sperrn decondensation in SDS/DTT are obtained through
increasing the temperature (10 tirnes faster at 56°C than at 23°C) [41] or through treatment with
DTT first, then followed by SDS (the sperm head literally “explodes”) (G. Bleau, unpublished).
Such experimental conditions are used te achieve chrornatin dispersion in lysis buffer; in certain
cases, the technique wculd reflect more the tertiary and quaternary structure of DNA than the
actual presence of stand breaks in the molecule.
We observed that freezing cf semen from srnokers at -20°C induces changes in the electron
microscopic appearance and density of sperrn nuclear chromatin, such changes did flot occur in
sperm from non-smckers. On the other hand, it is well kncwn that freezing and thawing may
cause mechanical shearing cf isolated DNA. It follows that freezing of semen at -20°C, with the
resulting changes in sperm chrornatin structure, pcssibly generated physical forces capable cf
producing DNA strand breaks. The fact that cnly sperrn from srnckers were affected by freezing
at -20°C suggests that their chromatin wculd be less resistant to physical stress. This might have
important clinical implications in assisted reproduction: the DNA cf sperm from smokers might
be at increased risk cf physical damage when cryopreservation or sperm preparation techniques
are used. In this regard, interesting resuits were obtained using sperm prepared for IVF by
washing (sperm centrifuged twice) and swim-up technique: the percentage of sperm DNA
fragmentation, as measured by the TUNEL assay, was higher in smokers compared to non
smokers [23]. This study did net report on original sernen samples. Based on the data presented
here, physical stress as well as complete rernoval cf serninal fluid, along with its antioxidants,
might be responsible for this higher degree cf DNA fragmentation in prepared sperm from
smokers only. On the other hand, this increase in resuits cf the TUNEL assay might correspond
to changes in chromatin structure allcwing for more complete labeling cf free 3’ends in the
sperm cf smokers only.
In conclusion, the resuits of the present study conflrm that the degree cf sperm DNA
fragmentation in smokers is net significantly different from that cf ncn-smokers. Our data also
show that storage cf semen at —20°C intrcduces a technical bias that explains why others found
increased damage cf sperrn DNA in srnckers ccrnpared te non-smokers.
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Figure 1: The effect of raw freezing of semen on the electron microscopic appearance of
sperrnatozoa. Typical photomirographs of spermatozoa from a non smoker (a: control
sperm, b: sperm from semen frozen at -20°C), and from a smoker (C: control sperm, d:
sperrn from semen frozen at -20°C) (magnification 7,100X). Raw freezing of semen caused
a significant change in chromatin density of spermatozoa from smokers (see Table IV for
quantitative assessment).
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Table I: The effect of freeze-thawing on sperm DNA fragmentation as measured by the
TUNEL assay.
INFERTILITY PATIENTS SPERM DNA FRAGMENTATION (%)
Sperrn from Sperm from sernen Sperm from semen
fresh sernen frozen at -20°C frozen into LN
15.7±6.7
18.9± 13.4
Non-srnokers (n 10) 12.9 ± 6.2’ 14.7 ± 5.6
Smokers (n 15) 13.6+ 10.6° 24.0+ 17.1°
Mean ± S.D. Individual tests for each subject under each assay condition were performed in triplicate.
Statistical analyses on paired data. o: p <0.001
Table II: The effect of freeze-thawing on sperm DNA fragmentation as measured by the
TUNEL assay (fluorescence units)
SuBJEcT5
NORMAL MEN
Non-smokers (n = 8)
Smokers (n 19)
INFERTILITY PATIENTS
Sperrn from
fresh semen
2.84+1.371
3.13 + 1.55 ah
SPERM DNA FRAGMENTATION
(Fluorescence units)
Sperrn from sernen
frozen at -20°C
3.85+ 1.56
9.57±5.69a
Sperm from semen
frozen into LN
3.72± 1.89
Non-smokers (n 10) 5.50 + 2.55 ‘ 6.7$ + 4.93 6.86 ± 4.52
Smokers (n 15) 5.93 + 3.23 9.24 + 5.10 C 7.89 + ss d
Mean ± S.D. The mean for each group vas calculated from median values of fluorescence intensity on the ftequency
histogram for each sperm sample (in triplicates).
Statistical analyses on paired data. a, b, c,and d: p <0.05. o: p <0.001; b: p <0.001; c: p <0.001 d: p = 0.038
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Table III: The effect of freeze-thawing 011 sperm DNA fragmentation as measured by the
radioenzyrnatic assay on isolated DNA.
SuBJEcTs 35S-dATP incorporation into isolated sperm DNA(10 cprn/4 g DNA)
Sperrn from Sperrn from semen Sperm from semen
fresh sernen frozen at -20°C frozen into LN
Non-smokers (n 12) 47.9 + 9.5 52.1 + 8.9 42.9 + 8.6
Srnokers (n = 12) 52.3 ± 8.9 75.2 + 14.6 60.3 ± 12.3
Mean ± s.e.m. Each of the 12 valties for non srnokers and smokers that were used to calculate the means is itself the
mean of 6 replicates.
Statistical analyses on paired data. o: p <0.001
Table IV: The effect of raw freezing of semen on sperm chromatin density
SuBJEcT5 SPERM CHROMATIN DENSITY(absorbance)
Sperrn from Sperm from
fresh sernen semen frozen at -20°C
Non srnokers 62.1 + 11.81 58.9± 12.6
(sperm from 2 subjects) n 45 2 n = 43
Smokers 63.4 + 1 1.3 a 47.5 + 15.0 a
(sperm from 3 subjects) n 101 n = 73
Mean ± S.D. 2 n: number of sperrnatozoa for which chromatin density vas measured.
Chromatin density was measured on electron-rnicrographs using Mesurim 2.4 program.
Statistical analyses on païred data. o: p < 0.001
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4. OBJEcTIFs DU DEUXIÈME PROJET DE RECHERCHE
Les résultats du premier projet de recherche ont permis de démontrer que la chromatine des
sujets fumeurs semble moins bien résister à la congélation-décongélation que celle des non-
fumeurs. Cette vulnérabilité à un tel processus pourrait s’expliquer à la fois par une
concentration plus faible d’antioxydants et par une densité plus faible de la chromatine.
Basé sur les rôles essentiels du sélénium et de la vitamine E dans la production de
spermatozoïdes, nous voulons déterminer si une supplémentation diététique avec ces deux
micronutriments peut améliorer de •façon significative la qualité du sperme chez des hommes
consultant pour infertilité du couple.
Le deuxième projet de recherche de ce mémoire présente la méthodologie et les résultats d’une
étude pilote randomisée portant sur l’effet d’un supplément diététique en vitamine E et
sélénium sur la qualité du sperme. Le paramètre principal est ici le taux de fragmentation de
l’ADN des spermatozoïdes mesuré selon la technique TUNEL. Un aspect extrêmement
important de cette étude consiste en l’approche «contrôle avec placebo ».
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5. EFFET D’UN SUPPLÉMENT DIÉTÉTIQUE EN VITAMINE E ET SÉLÉNIUM
DANS LE TRAITEMENT DE L’INFERTILITÉ MASCULINE: ÉTUDE PILOTE
RANDOMISÉE À DOUBLE INSU AVEC PLACEBO
5.1 Introduction
Défini comme un des problèmes majeurs en santé publique, l’infertilité constitue un enjeu tant
sur le plan scientifique, médical que financier. En 2002, le taux de couples présentant des
difficultés à procréer s’élevait à environ 15 %, avec une cause masculine exclusive ou associée
dans 2/3 des cas (Sharlip et colt., 2002).
Depuis quelques années, de nombreuses études ont portées sur les causes possibles de
l’infertilité masculine. Le stress oxydatif induit par une production élevée de RLO figure parmi
celles-ci. En effet, plusieurs des études indiquent qu’il provoquerait la perte de fonction du
spermatozoïde via des mécanismes impliquant l’induction de dommages oxydatifs, surtout par
la peroxydation des lipides membranaires (Griveau et Le Lannou, 1997). Il affecterait
également l’intégrité de l’ADN du spermatozoïde en induisant un taux élevé de brisures simple
et double brins (Hugues et coIl., 1996). Cependant, le liquide séminal assure un certain effet
protecteur contre ces dommages oxydatifs par la présence des vitamines E et C et d’enzymes
telles la catalase et la superoxyde dismutase.
In vitro, plusieurs études ont démontré un effet bénéfique d’antioxydants sur l’inhibition de la
peroxydation des lipides membranaires, l’intégrité de l’ADN des spermatozoïdes et la réaction
acrosomiale chez diverses espèces animales (Geva et colI., 1996; Hugues et coIl., 1998). Chez
l’humain, plusieurs protocoles cliniques ont été proposés afin d’améliorer les paramètres du
sperme et le pouvoir fécondant des spermatozoïdes (Agarwal, 2004). Malgré les quelques
études démontrant des effets bénéfiques sur la qualité du sperme, aucun protocole thérapeutique
n’a encore été démontré efficace dans le traitement de l’infertilité masculine. L’objectif de cette
étude était d’évaluer l’effet d’un supplément diététique en vitamine E et sélénium sur la qualité
du sperme, comparativement au placebo.
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5.2 Matériel et méthodes
5.2.1 Sélection des sujets
Les participants à ce projet de recherche provenaient de couples fréquentant la clinique de
fertilité de l’Hôpital St-Luc dci CHUM. Afin de faciliter le suivi et d’augmenter la probabilité
de grossesse, nous avons recruté des cociples inscrits au programme d’insémination intra
utérine avec sperme du conjoint. Les autres critères d’inclusion et les critères d’exclusion
figurent au tableau I.
Tableau I: Critères d’inclusion et d’exclusion
Critères d’inclusion Critères d’exclusion
Chez l’homme
Chez la femme
• 45ans
• Bonne santé en général
• Si fumeur : 5 cigarettes/jour
• 35ans
• Bonne santé en général
- Cycles spontanés ou induction de
l’ovulation avec gonadotrophines
chorioniques (Pregnyl) seulement
• Vaso-vasostomie
• Azoospermie
• Varicocèle
Cryptorchidie
Non-disponible pour les analyses mensuelles
n Syndrome des ovaires polykystiques (SOPK)
• Indtiction de l’ovulation avec gonadotrophines
(Pergonal, HMG)
• Endométriose stade III et IV
• Hystérosalpingographie anormale
n Prolactinémie: >70 tg/L
n Avortements spontanés à répétition: > 5
Chez le couple n l$ans
• Infertilité depuis au moins I an.
n Fréquenter la clinique de fertilité de
l’Hôpital St-Luc du CHUM.
• Etre inscrit au programme
d’insémination intra-utérine avec
sperme du conloint
Difficultés conjugales majeures chez le couple
Avant de participer à cette étude, chaque scijet a signé un formulaire de consentement libre et
éclairé, approuvé par le comité d’éthique du CHUM. Chacun des conjoints devait répondre à un
questionnaire concernant son histoire médicale et ses habitudes alimentaires. Nous avons
demandé aux patients de ne prendre aucun autre supplément vitaminique et de nous aviser de
tout changement de style de vie (e.g. arrêt de tabagisme) durant la période d’étude. Les sujets
étaient divisés en deux groupes: des non-fumeurs, n’ayant jamais fumé ou ayant fumé moins de
100 cigarettes dans leur vie, et des fumeurs de plus de 5 cigarettes/jour.
65
5.2.2 Protocole et supplément diététique
Ce projet clinique est une étude randomisée à double insu, contrôlée par placebo. Une liste
randomisée a été élaborée pour les fumeurs et les non-fumeurs quant à l’attribution au groupe
placebo ou supplément diététique. Le code nurnériqcte a été gardé secret jusqu’à la fin de
l’étude. Le protocole comportait 7 visites au laboratoire d’andrologie de l’Hôpital St-Luc; à
chaque occasion les sujets produisaient un échantillon de sperme et subissaient une prise de
sang. Une valeur de base des paramètres du spermogramme a été obtenue en faisant la
moyenne des résultats des 2 visites de la période témoin (t-Oa et t-Ob), à au moins 2 semaines
d’intervalle. Les comprimés de supplément oci de placebo ont ensuite été donnés aux
participants. Durant la période de 4 mois de traitement, chaque sujet devait se présenter au
laboratoire une fois par mois, puis finalement, 1 mois après l’arrêt du traitement. Une période
de traitement de 4 mois a été jugée nécessaire afin de couvrir plus d’un cycle complet de
spermatogenèse (durée d’environ 70 jours). Les comprimés de supplément contenaient une
combinaison de 200 UI de vitamine E, sous forme d’acétate d’Œ-tocophérol, et 100 j.ig de
sélénium, sous forme protéique (Jarnieson Laboratories, Windsor, Canada); les comprimés de
placebo étaient d’apparence et de goût identiques aux comprimés du supplément. La posologie
était de 2 comprimés de chaque supplément par jocir.
5.2.3 Spermogramme et prélèvements sanguins
Après 2 à 4 jours d’abstinence sexuelle, les échantillons de sperme ont été obtenus par
masturbation et collecte dans des contenants stériles (Starstedt, Montréal, Canada). La qualité
du sperme a été évaluée selon les critères de l’OMS (WHO, 1999): après une période de
liquéfaction de 30 minutes, le volume de l’échantillon, la numération (x 106/mL) et la motilité
des spermatozoïdes à 30 minutes, à 2 et à 6 heures (% de grade A et B) ont été déterminés. Des
parties aliquotes de chaque échantillon ont été fixées à la formaline 1% durant 30 minutes et
centrifugée à 600g pendant 10 minutes. Le culot a été resuspendu dans 1 mL de solution de
tampon phosphate (PBS) Dulbecco lX (pH 7,4) (Irvine Sicentific, Santa Anna, USA) et
entreposé à 4°C pour mesurer la fragmentation de l’ADN. Une acitre aliquote de 100 tL a été
déprotéinée en ajoutant une solution d’acide perchlorique 10%-acide méta-phosphorique 1 %
(PCA- mPA) et congelé à -80°C pour dosage de la vitamine C dans le sperme. Les
prélèvements sanguins ont été effectués soit dans des tubes de 10 mL contenant de l’EDTA
pour déterminer la formule sanguine complète ou soit sans anticoagulant (SST gel, Becton
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Dickinson, Franklin Lakes, USA) pocir les dosages sériques. Après une centrifugation à
1000g pendant 12 minutes, le sérum a été divisé en aliquotes de 600 jil, puis congelé à -80°C.
5.2.3.1 Coloration des spermatozoïdes par la techniqtte Wright-HématoxyÏine
Afin de mesurer le pourcentage de spermatozoïdes normaux et la concentration en leucocytes et
cellules immatures (x 106/rnL), les échantillons de sperme ont été colorés par la technique
Wright-Hématoxyline. Un volume de 10 iL de sperme a été étalé sur une lame et séché à la
température de la pièce. Après fixation dans du méthanol 100% pendant 15 minutes, une
solution du colorant de Wright lx (f isher Scientifique, Ottawa, Canada) a été appliquée sur la
lame durant 2 minutes. Après lavage des lames dans un bain contenant une solution de tampon
phosphate (PBS) Dulbecco IX (pH 7,4) pendant 2 minutes, elles ont été rincées sous un faible
jet d’eau distillée et recouvertes d’une sotcition d’hématoxyline de Harris (sans acide, filtrée)
(Fisher, Montréal, Canada) pour une période de 2 minutes. Après un deuxième lavage à l’eau
distillée, la lame a été montée à l’Aquatex (Fisher, Montréal, Canada) pour observation en
microscopie optique. Pour chaque échantillon de sperme, 400 spermatozoïdes ont été comptés
sur 2 lames différentes, en différenciant les spermatozoïdes normaux des anormaux (ex.
cassures au niveau du cou ou dci flagelle, reste cytoplasmique, tête double, flagelle double,
aspect anormal de la chromatine) selon les normes de l’OMS (WHO, 1999). À l’aide de cette
technique, nous avons pu également identifier les leucocytes et les cellules immatures, et
déterminer leur concentration par rapport à celle des spermatozoïdes.
5.2.3.2 Dosage de la vitamine E
La concentration sérique en vitamine E a été mesurée par HPLC sur colonne DB C-8 (4,6 x
12,5 mm) (Agilent Technologies Canada, Wilrnington, Canada). La phase mobile était un
mélange de méthanol:eau (95:5, v:v) à un débit de I mL/minute; les pics ont été détectés à une
longueur d’onde de 280 nm. Afin de calculer la récupération, un volume de 200 jiL de standard
interne contenant 200 tg d’acétate d’Œ-tocophérol (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) a été
ajouté à un volume égal de sérum. La vitamine E a été extraite une première fois par 2 mL
d’hexane suivi d’une centrifugation à 10000g pendant 5 minutes à la température de la pièce.
Cette opération a été répétée une deuxième fois, les extraits combinés puis évaporés sous azote,
et le résidu dissous dans 150 pi de méthanol pocir injection dans la colonne.
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5.2.3.3 Dosage de la vitamine C
Des protocoles similaires ont été citilisés pour mesurer la concentration en vitamine C dans le
sperme et dans le sérum (Rtimelin et colI., 1999). Un volume de 100 jcL d’un mélange d’acide
perchlorique 10% et d’acide méta-phosphorique I % (1:1) a été ajoctté à 100 j.iL de sérum afin
de précipiter les protéines et aussi empêcher la dégradation de la vitamine C. Après une
incubation de 60 minutes à 0°C, les échantillons ont été centrifugés à 12000g durant 5 minutes
à 5°C. Un volume de 100 tL du surnageant (contenant la vitamine C) a été additionné à 100 tL
de solution de phase mobile (voir plus bas) suivi d’une centrifugation à 12000g durant 2
minutes à 5°C. Cet extrait a été injecté dans une colonne C-1$ (25 cm x 4,6 mm) (Bekman
Coulter Canada, Missisauga, Canada). La phase mobile était composée de phosphate
d’ammonium (NH4H2PO4) 2OmM contenant 0,015% d’acide méta-phosphorique (pH 3,5), le
débit était fixé à 0,75 rnL/rninute avec détection des pics à 245 nm.
5.2.3.4 Mesure de la peroxydation des lipides
Le degré de stress oxydatif a été évalué grâce à un des marqueurs de la peroxydation des
lipides: le malondialdéhyde (MDA) mesuré dans le sérum par HPLC. La technique utilise une
colonne C-1$ (3,9 x 300 mm) (Agilent technologies Canada), un débit de 0,8 mL/minute, un
détecteur de fluorescence ajusté à des longueurs d’onde d’excitation et d’émission à 532 et 553
nm respectivement, et une phase mobile composée de 50 mM de phosphate de potassium
(KH2PO4) à pH 6,5:méthanol (50:50). Pour ce dosage, des volumes de 5 tL d’hydroxytoluène
butylé 0,2%, de 250 1.iL d’acide phosphorique 1,22 M, de 450 jiL d’eau distillée et de 250 IIL
d’acide thiobarbiturique à 0,67 % ont été ajoutés â 50 jiL de sérum. Après des incubations
d’une heure à 95°C et d’une heure à 0°C, 360 pL de méthanol ont été ajoutés aux échantillons
refroidis, suivi de 40 tL de NaOH (10 N). Le tout a été incubé sur glace pour une période d’au
moins une heure avant d’être centrifugé à 6500g durant 10 minutes. Le surnageant a servi aux
injections dans la colonne.
5.2.3.5 Dosage de la cotinine
La cotinine est le métabolite majeur de la nicotine, souvent utilisé comme biomarqueur du
degré d’exposition à la fumée de cigarette. Brièvement, des volumes de 15 tL du standard
interne de 2-phényl-2-imidazoline à I rng/rnL et de 25 tL de NaOH 40% ont été ajoutés à 500
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tL de sérum. La cotinine a été extraite avec 8 mL de dichlorométhane, suivi d’une
évaporation sous azote (Greaves et cou., 2001). Le résidu a été dissous dans 150 tL de phase
mobile constituée d’acétonitrile:di-éthylamine:acide formique (12: 0,3: 0,125: 27,5 v/v). Le
débit dans la colonne ODS C-18 (Bekrnan Coulter Canada) était de I mL/minute. Le pic de
cotinine était détecté à 262 nrn.
5.2.3.6 Mesure de ta fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes
Le taux de fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes a été mesuré par la technique TUNEL
pour le marquage des groupements 3’-OH terminaux (Gorzyka et col!., 1993; Sergerie et col!.,
2000). Brièvement, les spermatozoïdes fixés préalablement à la formaline 1% ont été
centrifugés à 10000g pendant 4 minutes, resuspendus dans 100 tl de tampon TdT (1 M de
cacodylate de sodium, 150 mM de Tris (pH 7.4), 25 mM de CoCI2, 1,25 mg/mL d’albumine
bovine (BSA) et 0,1% de Triton X-100) et incubés pendant 10 minutes. Après une autre
centrifugation à 10000g durant 4 minutes, le culot a été mélangé à 100 j.tl de tampon TdT
contenant 3 iimol de biotine 16-désoxyuridine triphosphate (dUTP-biotine), 10 UI de
désoxynucléotidyle transférase terminale (TdT) (Roche Diagnostics, Lavai, Canada), et 0,1%
de Triton X-100. Par la suite, les échantillons traités ont été incubés pendant 60 minutes à 37°C.
Après un lavage au tampon TN (30 mM de Tris, 300 mM NaC1, pH 7,4), les spermatozoïdes
ont été resuspendus dans 100 pJ de tampon AP (50 mM de Tris, 150 mM de NaC1 à pH 7,4)
contenant 1% de streptavidine (Canadian life technology, Toronto, Canada) conjuguée à trois
ou quatre molécules d’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (1:50) et incubés à 37°C en
chambre noire pendant 60 minutes. Après une dernière centrifugation à 10000g durant 4
minutes, le culot a été resuspendu dans I mL de tampon AP contenant 10 ig/mL d’iodure de
propidium (PI, Sigma Chemical Co., St Louis, USA) pour analyse en cytométrie en flux
(Gorzyka et cou., 1993). Pour les témoins négatifs, l’enzyme TUT a été omis du protocole alors
que pour les témoins positifs, les spermatozoïdes étaient préalablement traités avec 200 UI de
désoxyribonucléase (DNAse I, sans RNA5e) (Roche Diagnostics, Lavai, Canada) durant 1
heure à 37°C.
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5.2.3.6.1 Mesure en cytométrie enjïttx
La fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes a été mesurée à l’aide d’un cytomètre en flux
FACScan (Becton Dickson, San Jose, USA) équipé d’un laser d’ions à argon, à 15 mW. La
longueur d’onde d’excitation était de 488 nrn et l’émission a été mesurée à 5 15-535 nm. Durant
l’analyse, le débit était contrôlé à environ 500 spermatozoïdes/seconde. Un total de 10000
évènements a été ainsi recueilli pour chaque analyse. L’intensité médiane dc fluorescence des
spermatozoïdes a été déterminée. Les débris cellulaires ont été enlevés en se basant sur l’axe du
laser (correspond à la taille de la ceIlLile) en fonction de celle diffractée à 90° (correspond à la
granulosité de la cellule), grâce au tracé de la population cible de spermatozoïdes.
5.2.4 Analyses statistiques
L’analyse des données a été réalisée avec le logiciel Sigma Stat 2.0 (Jandel Corporation, San
Raphael, CA, USA). Les résultats ont été exprimés en moyenne + écart-type (x ± é.t.) ou en
médiane et valeurs interquartiles. Pour toutes les analyses mentionnées plus bas, une valeur de
probabilité (p) inférieure à 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.
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5.3 Résultats
Au total, 25 sujets provenant de couples suivis à la clinique de fertilité de l’hôpital St-Luc du
CHUM ont été recrutés pour ce projet. Lorsque ces patients eurent tous complété leur période
de traitement (ou se soient retirés de l’étude) et que les analyses eurent été effectuées, le code
d’identification a été brisé afin d’effectuer une analyse préliminaire. Les sujets se répartissaient
comme suit: 12 patients (4 fumeurs et 8 non-fumeurs) dans le groupe placebo et 11 patients (1
fumeur et 10 non-fumeurs) dans le groupe ayant reçu le supplément en vitamine E et sélénium
(ci-après désigné «groupe supplémenté »). De plus, deux sujets (un fumeur et un non-fumeur)
se sont retirés de l’étude avant même de recevoir les comprimés, soit lors de la deuxième visite
de contrôle t-Ob.
Devant le nombre insuffisant de fumeurs, nous présentons les données sur l’efficacité et
l’innocuité en incluant tous les sujets du groupe placebo (n = 12) et du groupe supplémenté (n
11). 11 est important de souligner que, sauf pour les résultats des dosages de cotinine qui sont
traitées séparément, ceci ne modifie pas les moyennes ou les médianes de façon significative.
De plus, les conclusions des analyses statistiques restent les mêmes, que l’on retienne ou non
les données obtenues chez les fumeurs.
5.3.1 Effet d’un supplément diététique en vitamine E et sélénium
Lors des analyses statistiques, nous avons utilisé la moyenne des valeurs obtenues aux deux
visites de contrôle (t-Oa et t-Ob) servant à établir les niveaux de base pour chaque sujet, nous
désignons cette moyenne par «temps zéro» (T-0). Pour chaque patient et chacun des
paramètres du sperme, cette valeur moyenne à T-0 a été comparée à la moyenne des valeurs à
T-4 et A-1, la raison étant la suivante. À cause de la durée de la spermatogenèse (environ deux
mois chez l’homme), tout traitement susceptible d’améliorer la production des spermatozoïdes
prend un certain temps avant de se répercuter sur la qualité du sperme. En corollaire, ce
traitement verra son effet sur la qualité du sperme se manifester au-delà de la période
d’administration. Pour chacun des deux grocipes, nous avons donc comparé, en priorité, la
valeur de base (T-0) à la moyenne des valeurs à 4 mois et à 5 mois (un mois post-traitement).
Le nombre de patients étant restreint et les comparaisons portant sur des valeurs pairées
(chaque sujet servant de son propre témoin), nous avons utilisé le test de Wilcoxon, ou le test
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de t de Student lorsque la distribution était normale. Les patients pour lesquels la valeur à
quatre mois n’était pas disponible n’ont pas été inclus dans l’analyse. Les données résumant les
résultats des analyses statistiques pour les paramètres du sperme de chaque groupe sont
présentés aux tableaux II et III. Les résultats pour chaque donnée individuelle sont présentés en
annexes I à XII.
Pour l’ensemble des patients, l’âge variait de 30 à 42 ans (médiane 33 ans). Il n’y avait pas de
différence statistiquement significative entre le groupe placebo et le groupe supplémenté quant
à l’âge des patients eux-mêmes (p 0,535), l’âge des conjointes (p = 0,697) ainsi que le
nombre de mois d’infertilité (p = 0,565).
5.3.2 Paramètres du spermogramme
5.3.2.1 Volume du sperme (Annexe I)
Nous n’avons observé que des variations minimes des moyennes du volume de sperme durant
l’étude. Dans les deux groupes, la valeur moyenne à T-0 n’était pas différente de la moyenne
des valeurs à T-4 et A-1 (groupe placebo: 3,1 mL; groupe supplémenté: 2,8 mL).
Un seul patient (PM-005) du groupe placebo a montré de façon constante un volume de sperme
inférieur 2 mL. Chez ce patient, ce faible volume pourrait être dû à une prostatite ou une
vésiculite chronique, deux maladies reconnues pour causer des baisses du volume du sperme
ainsi que de la numération et de la motilité des spermatozoïdes (Ochsendorf, 1999). En effet,
aux visites T-2 et T-3 de l’étude, le sujet a présenté une augmentation importante du nombre de
leucocytes dans le sperme, tel que révélé par la technique de coloration Wright-Hématoxyline,
phénomène qui s’est amélioré aux visites T-4 et A-1. Du fait qu’une production importante de
RLO par les leucocytes est susceptible d’endommager l’ADN des spermatozoïdes et ainsi
augmenter son degré de fragmentation, nous n’avons pas inclus dans les analyses statistiques
les valeurs à T-2 et T-3 du sujet PM-005. Ces données figurent entre parenthèses dans les
tableaux de résultats dans les annexes l-XII. Quant act patient PM-017, il présentait des valeurs
de base normales à t-Oa, t-Ob, mais des valeurs sous la normale durant la prise du placebo. Dans
le groupe supplémenté, les patients PM-007 et PM-020 ont présenté des valeurs de base
légèrement inférieures à 2 mL alors qcie le volumne fluctuait autour de la normale aux autres
visites.
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5.3.2.2 Numération des spermatozoïdes (Annexe II)
Dans le groupe placebo (n = 11), la médiane de la numération est passée de 53,0 x 106/mL en
T-0 à 47,5 x 106/mL en T-4/A-l, une différence non significative. Un seul patient (PM-005) de
ce groupe a vu sa numération augmenter en T-4/A-1; tel que mentionné plus haut, ce patient a
présenté une leucocytospermie importante en T-2 et T-3, mais des valeurs beaucoup plus
faibles en T-4 et A-1. Il est probable que cette « guérison » ait libéré les voies spermatiques,
d’où l’amélioration de la numération (Malallah et Zissis, 1992). Pour le groupe supplémenté (n
= 8), la médiane est passée de 50,0 x 106/mL en T-0 à 69,0 x 106/mL en T-4/A-1, une
augmentation de la numération qui est statistiquement significative. Notons que les moyennes
arithmétiques en T-4 et A-1 pour le groupe supplémenté exagèrent cette augmentation (Annexe
II): en effet, à cause de valeurs manqLlantes, trois patients présentant des valeurs faibles ne sont
pas représentés dans les calculs en T-4 et A-1. Seule une analyse sur valeurs pairées permet
d’apprécier l’augmentation réelle de la numération calculée à 38 %.
5.3.2.3 Motilité des spermatozoïdes (Annexes III-IV)
Pour évaluer la motilité, une période de 2 heures post-éjaculation est le temps le plus souvent
utilisé en clinique; nous avons concentré notre analyse sur cette mesure. Dans le groupe
placebo, la médiane du pourcentage de motilité était de 26,0 % en T-0, et de 37,0 % en T-4/A-
1; une différence non statistiquement significative. Dans le groupe supplémenté, la valeur base
de la motilité en T-0 était de 30,5 %, ce pourcentage a augmenté de façon significative à 41,0 %
en T-4/A-l. Dans ce groupe supplémenté, la médiane du nombre de spermatozoïdes motiles par
mL (numération x pourcentage de motilité) est passée de 14,0 x 106/mL à 29,0 x 106/mL. Ce
même paramètre est resté inchangé dans le groupe placebo. Quant aux valeurs obtenues à 30
minutes et à 6 heures les analyses statistiqcles n’ont démontré aucune différence significative
entre les deux groupes (groupe placebo: p = 0,60$: p = 0,739; groupe supplémenté: p 0,684; p
= 0,942).
5.3.2.4 Morphologie des spermatozoïdes (Annexe VI)
Afin de classer les spermatozoïdes comme normaux ou anormaux, nous avons utilisé les
critères morphologiques de l’OMS (WHO, 1999) après coloration au Wright-Hématoxyline.
Cette technique permet aussi de bien reconnaître les cellules immatures et les leucocytes. Dans
le groupe placebo, la médiane du pourcentage de spermatozoïdes normaux était de 42,2 % en
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T-O, et de 41,9 % en T-4/A-1; une différence non statistiquement significative. Dans le
groupe supplémenté, les valeurs correspondantes étaient de 45,5 % et 43,1 % en T-4/A-1.
5.3.2.5 Autres composantes du sperme (Annexes VII et VIII)
Le sperme peut contenir plusieurs types de cellules immatures de la lignée germinale, leur
présence indique souvent une anomalie de la spermatogenèse. Quant aux leucocytes, leur
présence en grand nombre signe habituellement un phénomène inflammatoire ou infectieux
d’une des structures de l’appareil génital mâle. Pour ces deux types de cellules, nous n’avons
observé aucune différence significative tant chez les sujets du groupe placebo et ceux du
groupe supplémenté (p = 0,935; p 0,536). De plus, chez la quasi totalité des sujets, la
concentration en leucocytes dans le sperme était faible, sauf chez le sujet PM-005.
5.3.3 Fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes (Annexe IX)
Afin de déterminer si un supplément diététiqcie en vitamine E et sélénium peut améliorer
l’intégrité de la chromatine des spermatozoïdes, nous avons évalué la fragmentation de l’ADN
à l’aide de la technique TUNEL. La mesure du degré de fragmentation de l’ADN des
spermatozoïdes serait un paramètre plus fidèle de la fertilité masculine que les données du
spermogramme. Lors de l’analyse des histogrammes, nocis avons remarqué que la courbe de
distribution en fonction de l’intensité de fluorescence présentait une forme non-symétrique;
nous avons donc utilisé la médiane pour représenter les valeurs de fragmentation.
Dans le groupe placebo, la valeur moyenne des médianes de la fragmentation de l’ADN des
spermatozoïdes était de 3,9 unités de fluorescence (* 1,6) en T-0, et de 4,5 unités de
fluorescence (+ 2,4) en T-4/A-1. Pour le groupe supplémenté, la valeur base de la
fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes en T-0 était de 5,9 unités de fluorescence (± 2,4),
et de 4,5 unités de fluorescence (± 2,2) en T-4/A-1.
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Tableau II: Sommaire des analyses statistiques pour les paramètres du sperme du groupe
placebo
Paramètres du sperme Valeur initiale Valeur finale p
Numération (106/mL) 53,0 [18,6-59,9] 47,5 [19,1-70,1] 0,765
Mobilité des spermatozoïdes (%) 26,0 [21,5-36,7] 37,0 [28,9-46,7] 0,232
Spermatozoïdes normaux (%) 42,2 [36,2-52,7] 41,9 [38,9-49,7] 0,796
Concentration en spermatozoïdes motiles 16 [4-20] 17 [8-27] 0,129(10 spermatozoides rnotiles/rnL)
fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes 39 + 1,6 4,5 ± 2,2 0,343(moyenne des valeurs medianes)
[interquartile]; valeur initiale: T-0; valeur finale: moyenne de T-4 et A-1; valeur de p <0,05
Tableau III: Sommaire des analyses statistiques pour les paramètres du sperme du groupe
supplémenté
Paramètres du sperme Valeur initiale Valeur finale p
Numération (106/mL) 50,0 [25,7-97,2] 69,0 [48,5-139,5] 0,016*
Mobilité des spermatozoïdes (%) 30,5 [19,5-39,0] 41,0 [30,0-49,5] 0,008*
Spermatozoïdes normaux (%) 45,5 [29,1-47,9] 43,1 [31,8-51,2] 0,435
Concentration en spermatozoïdes motiles 14 [4-29] 29 [18-58] 0 008*(10 spermatozoïdes motiles/mL)
Fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes 5,9 ± 2,4 4,5 ± 2,2 0,4 19(moyenne des valeurs medianes)
[interquartile]; valeur initiale: T-0; valeur finale: moyenne de T-4 et A-l; * <0,05
5.3.4 Peroxydation des lipides par les RLO
Le malondialdéhyde (MDA) est un des métabolites produits lors de la peroxydation des lipides.
Son dosage sérique permet d’évaluer le degré de stress oxydatif. Nous n’avons observé aucune
différence significative entre les deux groupes (p = 0,576). Les données se répartissaient
comme suit: des valeurs entre 0,71 et 2,91 iM chez les sujets du groupe placebo, et entre 0,68
et 4,15 jiM chez les sujets supplémentés (Annexe X).
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5.3.5 Concentrations en vitamines E et C
Les dosages sériques de la vitamine E nous ont permis d’une part de vérifier la prise adéquate
des comprimés de vitamine E et sélénium par les sctjets du groupe supplémenté durant la
période de traitement. Dans le groupe placebo, la médiane de la concentration en vitamine E
était de 11,7 limol/L en T-O, et de 12,2 jimol/L en T-4/A-1; le placebo n’a donc pas d’effet sur
la concentration en vitamine E. Dans te groupe scipplérnenté, la valeur correspondante en T-O
était de 12,3 jimol/L, avec une augmentation significative à 19,8 irnol/L en T-4/A-1. La figure
I présente les concentrations sériques en vitamine E chez les sujets sous placebo ou supplément
en fonction du nombre de mois de traitement. Ces données confirment l’observance du
traitement par les sujets dci groupe supplémenté, et donne l’assurance que les sujets du groupe
placebo n’ont pas utilisé de supplément à base de vitamine E.
*
Sujets avec placebo
—--— Sujets avec vitamine E et sélénium
*
*
30,0
25,0
E
z
.E 20,0
E
z.
: 15,0
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ç.?
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0,0
T-O T-i T-2 T-3 T-4/A-i
Figure 1: La concentration sérique en vitamine E en fonction dci nombre de mois de traitement
chez les sujets ayant reçu le supplément en vitamine E et sélénium ou le placebo. * p < 0,05
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La vitamine C jouant un rôle antioxydant, sa concentration dans le sérum et le sperme reflète
le statut antioxydant des sujets, d’où son intérêt dans la présente étude. Dans le groupe placebo,
la concentration sérique médiane était de 10,1 ig/mL en T-0 et de 7,03 en T-4/A-1, une
diminution statistiquement significative (p = 0,024). Dans le groupe supplémenté, la
concentration médiane à T-0 était de 10,3 ig/mL et de 7,9 en T-4/A-1, une différence non-
significative (p 0,055). La figure 2 présente les concentrations sériques en vitamine C en
fonction du nombre de mois de traitement chez les sujets des groupes placebo et supplément.
14,0
12,0 *
I
Sttjets avec placebo
Sujets avec vitamine E et sélénium
*
4,0
2,0
0,0
T-O T-1 T-2 T-3 T-4/A-1
figure 2: La concentration sériqcte en vitamine C en fonction du nombre de mois de traitement
chez les sujets ayant reçus le supplément en vitamine E et sélénium et le placebo.
* Placebo: T-0 vs T-4/A-1: p < 0,05
Tel que déjà rapporté, les concentrations en vitamine C dans le sperme sont beaucoup plus
élevées que dans le sércim. Dans le groupe placebo, la concentration initiale médiane était de
73,1 ig/mL et au temps final de 75,0 ig/mL (p = 0,240). Chez les sujets du groupe
supplémenté, elles étaient de 91,8 ig/mL au T-0 et de $2,9 ig/mL au T-4/A-1 (p = 0,945)
(Annexe XI).
77
5.3.6 Concentration en cotinine (Annexe XII)
Les dosages sériques de cotinine, un métabolite de la nicotine, nous ont permis d’évaluer le
degré d’exposition à la fumée de cigarette. Malgré que la majorité des sujets soient des non-
fumeurs, le risque d’avoir des sctjets dit «fumeurs passifs » était possible. On peut noter que
très rarement des non-fumeurs montrent des valeurs très basses en cotinine. Il s’agit de la
consommation occasionnelle d’une cigarette ou de l’exposition à de la fumée secondaire. Chez
les fumeurs, les valeurs élevées confirment leur tabagisme, avec un arrêt chez le cas PM-002.
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5.4 Discussion
De très nombreuses étctdes in vitro ont démontré que des antioxydants tels les vitamines E et C
et le glutathion exercent des effets bénéfiques sur les spermatozoïdes. Ces effets se manifestent,
entre autres, par une inhibition de la peroxydation des lipides membranaires (Geva et coIl.,
1996) et une protection de l’intégrité de l’ADN des spermatozoïdes (Hugues et coll., 199$). Ils
peuvent aussi prévenir la perte de motilité des spermatozoïdes causée par les leucocytes et
maintenir leur capacité à fusionner avec l’ovocyte (Parinacid et colI., 1997).
Il devenait donc prometteur de développer des protocoles de recherche clinique visant à
améliorer la fertilité masculine grâce acix antioxydants. Diverses combinaisons d’antioxydants,
à différentes doses et durées d’utilisation, ont ainsi été testées. Alors que des améliorations
significatives de la qualité du sperme aient été obtenctes dans certains cas, aucun de ces
protocoles n’a démontré son efficacité à augmenter le taux de grossesse chez des couples
infertiles (Agarwal et colI., 2004).
Dans le présent travail, nous avons mesuré l’effet d’un supplément diététique en vitamine E
(400 mg/jour) et sélénium (200 tg/jour) sur les paramètres du sperme d’hommes de couples
infertiles. Nous avons aussi étudié l’effet de ce supplément sur l’ADN des spermatozoïdes en
utilisant la technique TUNEL. Nocis avons évalué le statut antioxydant de ces sujets en dosant
les vitamines E et C ainsi que le malondialdéhyde, un produit de la peroxydation de lipides.
Sachant que le tabagisme a un effet nocif sur la santé, nous avons également estimé
l’exposition des sujets à la fumée de cigarettes en mesurant le taux sérique de cotinine, un
métabolite de la nicotine.
5.4.1 Effet d’un supplément diététique en vitamine E et sélénium
5.4.1.1 Paramètres du spermogramme
Nos données montrent qu’un scipplément diététiqtie en vitamine E (400 mg/jour) et sélénium
(200 jig/jour) administré à des hommes de cociples infertiles durant une période de 4 mois
améliore de façon statistiquement significative la concentration de spermatozoïdes motiles. Une
telle augmentation n’a pas été observée dans le groupe recevant le placebo. De plus, ce résultat
corrobore ceux de Vézina et coll. (1996), lesquels ont rapporté qu’un même traitement pour une
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période de 6 mois améliorait de manière significative la motilité, la morphologie et la
viabilité des spermatozoïdes chez des hommes infertiles. Notons que cette dernière étude ne
comportait pas de groupe témoin, laissant planer le doute d’un effet placebo. Plus récemment,
une amélioration de la motilité des spermatozoïdes a aussi été observée suite à 3 mois d’un
supplément diététique de 400 mg de vitamine E et de 225 tg de sélénium chez des volontaires
sains et des sujets infertiles (Keskes-Arnmar et colI., 2003).
Sur la base des études contrôlées par placebo, il appert que la combinaison vitamine E et
sélénium soit plus efficace que la vitamine E seule. En effet, Kessopoulou et coli. (1995) n’ont
observé aucun changement significatif des paramètres conventionnels du spermogramme après
un traitement avec la vitamine E (600 mg/jour) durant une période de 3 mois. Il est cependant
possible que la durée de traitement, trop courte à notre avis, n’ait pas permis l’amélioration
souhaitée. Ainsi, Suleiman et coIl. (1996) ont observé qu’un traitement pendant six mois avec
la vitamine E améliorait la motilité de spermatozoïdes chez 60% des sujets atteints
d’asthénoszoospermie. Nous croyons que la combinaison de différents antioxydants dans le
traitement de l’infertilité masculine semble être plus favorable. En effet, la présence de
plusieurs mécanismes pour contrecarrer le stress oxydatif dans l’appareil génital masculin
indique que plusieurs antioxydants sont nécessaires à la défense contre les RLO (Agarwal et
Saleh, 2002). En général, une supplérnentation diététique avec un seul antioxydant s’applique
dans les cas de carence unique démontrée par analyse.
Nos résultats et ceux de la littérature suggèrent donc qu’un supplément diététique de vitamine E
et sélénium en combinaison dctrant une période de 4 à 6 mois serait un protocole optimal pour
améliorer la qualité des paramètres du sperme chez des hommes de couples infertiles.
Dans cette définition de conditions optimales, il faut retenir qu’une concentration en RLO est
nécessaire pour le contrôle physiologique des fonctions du spermatozoïde (de Lamirande et
coll., 1993) et des doses massives d’antioxydants pourraient altérer ou nuire à ce processus. En
conséquence, les concentrations minimale et maximale en antioxydants qui n’agissent pas
comme pro-oxydant ou qui ne modifient le pouvoir fécondant des spermatozoïdes devront être
déterminées par des expériences in vitro.
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5.4.1.2 fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes
La mesure de l’intégrité de l’ADN des spermatozoïdes est un paramètre important: des bris
dans l’ADN peuvent induire des mutations communément observées dans des oncogènes
mutés, des gènes suppresseurs de tumeurs et des gènes du développement. La fécondation par
un spermatozoïde porteur d’un ADN endommagé peut favoriser la transmission paternelle de
gènes compromettant le développement embryonnaire normal (Ahmadi et Ng, 1999).
Seulement deux études ont évalué l’effet d’un supplément diététique en antioxydants sur le taux
de dommages oxydatifs de l’ADN des spermatozoïdes. Kodama et coll. (1997) ont observé
qu’une combinaison orale de 200 mg de vitamine E et de 400 mg de GSH durant une période
de 2 mois diminue de manière significative les dommages à l’ADN des spermatozoïdes, cet
effet a été attribué aux concentrations sériques élevées de ces antioxydants. Aussi, une
combinaison orale de vitamines A et E (1 $0 mg), de N-acétyl-cystéine (600 mg) et d’acides
gras essentiels durant 6 mois diminue le taux de fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes
(Comhaire et coll., 2000).
Dans le présent travail, nous n’avons pas observé une telle diminution de la fragmentation de
l’ADN des spermatozoïdes. À notre avis, cette différence s’explique par le fait que ces deux
études ont utilisé la technique dc dosage du 8-hydroxy-2’-désoxyguanidine ($-OHdG), alors
que nos données ont été obtenues grâce à la technique TUNEL. Notons que la technique de
dosage du $-OH-dG (Shen et coll., 1 999), laquelle mesure un produit de dégradation de l’ADN,
est sujette aux artéfacts d’oxydation des bases azotées.
D’autre part, il est possible que la technique TUNEL ne soit pas assez sensible pour détecter
une très faible amélioration de l’intégrité de l’ADN. En effet, la technique TUNEL était
originellement destinée à la détection de fragments d’ADN résultant de l’apoptose dans les
cellules somatiques où des fragments d’ADN d’environ 200 paires de base sont générés par les
endonucléases (Levy et Seifer-Aknin, 2001). Un des problèmes majeurs de cette technique
réside dans l’état extrêmement condensé de l’ADN des spermatozoïdes engendré par le
remplacement des histones par les protarnines. Nos résultats pourraient donc sous-estimer la
fragmentation selon le degré de compaction de l’ADN des spermatozoïdes. Seule une étude
chez un très grand nombre de sujets permettra d’établir s’il existe une corrélation entre la
fragmentation de l’ADN et la survenue de grossesses chez les conjointes.
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5.4.1.3 Feroxydation des lipides par tes RLO
Nous avons évalué le statut oxydatif des sujets en mescirant la concentration sérique en
malondialdéhyde (MDA), tin marqueur de la peroxydation des lipides. Selon Nielsen et coil.
(1997), la concentration sérique moyenne en MDA chez des hommes âgés entre 20-79 ans
serait de 1,29 tmol/L (lC90:l,14; 1,53). Nos résultats sont en accord avec cette donnée, la
concentration sérique moyenne en MDA est de 1,35 jimol/L (1C90:0,76; 1,94). Tous les sujets
de notre étude avaient donc un statut oxydatif normal.
Suleiman et colI. (1996) ont rapporté des taLix de MDA dans le sperme significativement plus
élevés lorsque la motilité des spermatozoïdes était faible. En rétrospective, notre étude aurait eu
avantage à inclure des dosages de MDA dans le sperme.
De plus, nous croyons qu’un supplément diététique administré à des sujets avec un
spermogramme anormal aurait augmenté les chances d’observer des effets bénéfiques. Dans
notre étude, 19 des 25 sujets présentaient un sperrnogranwie normal. Par rapport au statut
oxydatif, le tabagisme représente un des principaux facteurs de risque: la fumée de cigarette
contient de nombreuses substances oxydantes, mutagènes et cancérogènes qui augmentent le
taux de peroxydation des lipides, avec possiblernent des effets indésirables sur la fertilité
masculine (Sepaniak et coll., 2004). À cet égard, il sera intéressant d’étudier la réponse à la
supplémentation spécifiquement chez des fumeurs présentant un stress oxydatif.
5.4.1.4 Concentrations en vitamines E et C
Selon nos résultats, la médiane des concentrations sériques en vitamine E à T-0 chez les deux
groupes (groupe supplémenté: 12,3 j.imolIL; groupe placebo: 11,7 mol/L) sont plus élevées
que celles obtenues par Vézina et coll. (1984) (7,8 irnol/L). Les critères de sélection des sujets
pourraient, selon nous, expliquer cette différence: ces auteurs ont étudié des sujets présentant à
la fois de l’oligozoospermie, de l’asthénozoospermie et de la tératospermie. Or, Omu et colI.
(1999) ont observé qcte les sujets normospermiques avaient une concentration sérique en
vitamine E plus élevée (20,0 tmol/L) que ceux atteints d’oligozoospermie (10,0 jimol/L) ou
d’asthénozoospermie (9,0 jtmol/L). Selon ces auteurs, ces variations pourraient s’apparenter à
la déplétion en activité antioxydante des spermatozoïdes anormaux, ceci en relation avec une
production accrue de RLO.
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Les dosages par HPLC ont montré que les concentrations sériques en vitamine E ont
significativement augmenté chez les sujets du groupe supplémenté. Ceci a également été
rapporté par Vézina et colI. (1996) sur une période de traitement de 6 mois avec les mêmes
antioxydants; ils ont de plus observé une augmentation de la concentration en vitamine E dans
le sperme et le liquide. Par contre, ford et Whittington (1998) n’ont pas détecté cette
augmentation de la concentration en vitamine E dans le liquide séminal après une période de
traitement de 3 mois à une dose quotidienne en vitamine E de 400 mg. À notre avis, le choix de
la posologie d’antioxydants ainsi que la dcirée de traitement semblent critiques pour influencer
les concentrations sériques et séminales de vitamines E et C.
De façon inattendue, nous avons observé une diminution significative de la concentration en
vitamine C dans le groupe placebo et une tendance à la baisse (non-significative) dans le
groupe supplémenté. Cette différence pourrait résulter de variations saisonnières. En effet, la
majorité des sujets ont débuté l’étude en novembre ou décembre et que l’ont complété en mai
ou juin. Par conséquent, la diète pocirrait expliquer cette diminution (Lob et Wilson, 1973): à
l’automne, les fruits et les légumes consommés sont plus frais et contiennent une teneur plus
élevée en vitamines, telle la vitamine C que ceux disponibles en mai.
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6. DISCUSSION GÉNÉRALE
La réalisation de ces projets de recherche nous permis d’abord de démontrer que la chromatine
des spermatozoïdes chez les fumeurs semble plus vulnérable à des conditions stressantes, telle
la congélation, que celle des non-fumeurs. Devant ce résultat, le deuxième projet de recherche a
été élaboré afin d’évaluer l’effet protecteur d’une supplémentation en vitamine E et sélénium
sur l’intégrité de l’ADN des spermatozoïdes. En introduction, nous avons décrit les différentes
techniques utilisées pur la mesure de la fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes; dans celle
étude pilote, nous avons évalué l’intégrité de l’ADN grâce à la technique TUNEL. Nos résultats
ont démontré qu’un tel supplément diététique ne diminue pas le taux de fragmentation de
l’ADN des spermatozoïdes, cependant il augmente la concentration en spermatozoïdes mobiles.
Jusqu’à date, la littérature ne rapporte aucun traitement avec antioxydants démontré comme
efficace pour améliorer l’intégrité de l’ADN.
Malgré toutes les données récentes sur la structure de l’ADN des spermatozoïdes et les
nouvelles techniques diagnostiques, aucune solution thérapeutique ne peut être offerte dans le
cas d’un résultat élevé du taux de fragmentation de l’ADN. Il est important de souligner que la
qualité de l’ADN des spermatozoïdes joue un rôle primordial dans le développement
embryonnaire, et ce dès que le développement n’est plus sous le contrôle direct des transcrits
maternels. Il peut survenir à compter de ce moment un arrêt du développement de l’embryon si
le spermatozoïde impliqué dans la fécondation avait un génome endommagé (Guérin et
Benchaïd, 2004). Une évaluation adéquate de la qualité de l’ADN des spermatozoïdes devrait
donc figurer comme élément primordial lors des AMP.
Cependant, les différents tests utilisés dans l’évaluation de la chromatine présentent tous des
limites. En effet, ils permettent de considérer seulement une cellule â la fois selon un mode
binaire: chromatine intacte ou altérée. Il s’avère donc impossible de donner un niveau moyen
de dégradation de l’ADN au sein d’une population de spermatozoïdes. De plus, les méthodes
d’évaluation de la chromatine ne conservent pas aux spermatozoïdes leur viabilité. Par
conséquent, ces derniers bien caractérisés ne peuvent être utilisés pour les AMP.
Malgré tous les développements récents dans ce domaine, et tous les tests appliqués aux
spermatozoïdes, il importe de toujours interpréter les résultats avec prudence et nuance. Ainsi,
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dans le cas d’un résultat élevé du taux de fragmentation de l’ADN, il serait inopportun de
conclure en aucune chance de grossesse et de mettre tin terme aux tentatives d’AMP. Une
publication récente (Bungum et coll., 2004) rapporte des grossesses à terme obtenues par fIV
ou ICSI malgré des taux de fragmentation élevés de l’ADN des spermatozoïdes. Devant
l’absence d’un traitement curatif chez les hommes confrontés à ce problème, un changement de
certaines habitudes de vie pourrait, dans une certaine mestire, contribuer à ne pas aggraver ce
pourcentage de fragmentation de l’ADN. On parle ici de l’arrêt du tabagisme, d’une
consommation modérée d’alcool, éviter d’exposer les parties génitales à la chaleur et
l’évitement de l’exposition atix prodtiits chimiques oti aux radiations (Hirsh et colI., 2003). En
effet, tel que souligné dans l’introduction de ce mémoire, ces différents agents s’avèrent
délétères pour la spermatogenèse.
Depuis 197$ (naissance du premier « bébé éprouvette »), la procréation médicalement assistée
a enregistrée des progrès majeurs, et un pas de géant avec l’arrivée de la technique ICSI pour le
traitement de l’infertilité masculine. Cependant, chez des sujets infertiles dont le taux de
fragmentation de l’ADN est élevé, défier ainsi les lois de la nature risque d’engendrer des
conséquences désastreuses telle la transmission de défauts génétiques à la descendance. Cette
possibilité est bien réelle car l’ICSI permet souvent de «forcer» la fécondation, en dépit de
caractéristiques anormales de la chromatine. Ce risque pourrait être minimisé moyennant une
technologie qui permettrait de sélectionner des spermatozoïdes dont l’ADN est normal. Des
efforts sont aussi déployés vers une meilleure compréhension des mécanismes de contrôle de la
spermatogenèse, ouvrant de nouvelles perspectives potir prévenir ou réparer les brèches de
l’ADN des spermatozoïdes.
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7. CoNcLusIoN ET PERSPECTIVES
Le tabagisme et le stress oxydatif qu’il engendre représentent des menaces graves à la santé.
Malgré dc nombreuses divergences, les données de la littérature suggèrent que l’homme serait
moins affecté dans sa santé reproductive que la femme. Néanmoins, des modifications subtiles
et difficilement détectables des spermatozoïdes chez les fumeurs pourraient avoir des
conséquences désastreuses pour la fertilité et le débcit dci développement embryonnaire, lequel
nécessite l’expression de gènes paternels.
Nos résultats indiquent que le degré de dommages à l’ADN des spermatozoïdes de fumeurs
n’est pas significativement différent de celui des non-fumeurs. Cependant, ce matériel
génétique serait moins bien protégé chez les fumeurs, donc plus susceptible de dommages lors
de techniques d’assistance médicale à la procréation.
La solution à tous ces problèmes est aussi simple qu’évidente: arrêter de fumer. Force est
toutefois d’admettre que la dépendance s’avère difficile à vaincre dans bien des cas. Chez
certains couples infertiles, il y a donc un besoin de pouvoir offrir à des fumeurs un traitement
susceptible d’améliorer leur fertilité et de contribuer à prévenir des défauts d’embryogenèse, dû
à un génome paternel endommagé, pouvant être responsables de certains avortements
spontanés.
Nous avons évalué l’efficacité d’un tel traitement sous la forme d’une supplémentation en
vitamine E et sélénium chez des non-fumeurs. Des résultats d’une étude pilote ont montré que
ce traitement augmente le nombre de spermatozoïdes mobiles. Nous proposons dans nos
prochaines études cliniques qu’une telle supplémentation soit offerte à des patients fumeurs,
particulièrement ceux présentant un stress oxydatif ou un degré élevé de fragmentation de
l’ADN. De plus, dans une prochaine étude à double insu, le suivi des couples devrait inclure
une évaluation des taux de grossesse basée sur le dosage de l’honiione hCG afin de mieux
détecter les cas d’avortements spontanés. La supplémentation en vitamine E et sélénium n’a
causé aucun effet indésirable, ce qui est un avantage marqué. Elle pourrait également être
offerte dans une étude similaire portant sur des patients non-fumeurs et présentant les mêmes
types d’anomalies.
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